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Materiais lignocelulósicos são recursos renováveis considerados promissores para a 
produção de combustíveis e insumos químicos em processos denominados 
biorrefinarias. Atualmente, as biorrefinarias baseadas em rotas bioquímicas são 
voltadas à produção de etanol celulósico. No entanto, a alta coesão entre os 
principais componentes da parede celular - celulose, hemiceluloses e lignina - 
dificulta a acessibilidade química dos polissacarídeos à hidrólise enzimática. Desta 
maneira, diversos tipos de pré-tratamento têm sido desenvolvidos para se superar as 
barreiras físico-químicas da lignocelulose e obter maiores rendimentos em 
monossacarídeos. Dentre estes, a utilização de líquidos iônicos (LI) como solventes 
de lignocelulose ganhou destaque no meio científico devido à capacidade destes em 
dissolverem ou desconstruírem seletivamente estes materiais. Porém, o uso de 
baixa consistência de lignocelulose em relação aos LI torna este processo oneroso 
devido ao custo desses reagentes. Por este motivo, uma nova tecnologia foi 
desenvolvida onde o LI acetato de 1-butil-3-metilimidazol ([Bmim][OAc]) e etanol 
foram utilizados como cossolventes na presença de CO2 supercrítico, em processo 
denominado scCO2/EtOH-LI, com o intuito de diminuir o uso de LI a 1 g g
-1 de 
biomassa. Esta nova tecnologia está baseada na deslignificação parcial da 
biomassa pela remoção de complexos lignina-carboidrato (CLC) e no aumento da 
acessibilidade dos substratos produzidos à hidrólise enzimática. No presente 
trabalho, a aplicabilidade deste método foi investigada para quatro tipos de 
biomassas, a palha da cana-de-açúcar, o capim-elefante e as serragens de Pinus 
taeda e Eucalyptus urograndis, utilizando materiais pré-extraídos com etanol 95 % e 
condições que foram pré-otimizadas para o bagaço de cana em estudos anteriores 
(250 bar a 110 e 180 ºC). Em linhas gerais, observou-se que o uso da maior 
temperatura promoveu uma maior deslignificação dos materiais, que foi de 42,3 % 
para a palha, 45,9 % para capim-elefante, 26,6 % para pinus e 32,8 % para 
eucalipto, e permitiu a recuperação mássica da maior parte dos carboidratos 
presentes nos materiais de origem. A remoção de CLCs permitiu grandes ganhos de 
acessibilidade que resultaram em maiores conversões em monossacarídeos 
utilizando-se uma pequena quantidade da enzima Cellic CTec3 (10 mg de enzima 
líquida por grama de substrato; 2,26 ARSTot g
-1), cujos rendimentos de hidrólise em 
relação ao material de origem aumentaram 3,4 vezes para a palha, 2,1 vezes para o 
capim-elefante, 2,2 vezes para pinus e 5,9 vezes para o eucalipto. A hidrólise 
também foi realizada na presença de atividade hemicelulásica da Cellic HTec3 (10 % 
em relação à Cellic CTec3) e esta não só permitiu a recuperação dos carboidratos 
das hemiceluloses em alto rendimento como também aumentou as conversões de 
glucanas em 18,4 % para a palha, 21,8 % para o capim-elefante, 17,8 % para o 
pinus e 22,4 % para o eucalipto. O grau de deslignificação dos substratos e seus 
rendimentos de hidrólise, nas condições utilizadas neste estudo, apresentaram 
correlação direta com mudanças no seu índice de cristalinidade (CrI), mas o 
aumento da acessibilidade foi preferencialmente atribuído ao efeito da 
deslignificação. Por fim, os extratos etanólicos oriundos do preparo das amostras 
para o pré-tratamento foram analisados por GCxGC/TOF-MS e seus componentes 
majoritários caracterizados. 
Palavras-chave: lignocelulose, pré-tratamento, CO2 supercrítico, líquidos iônicos, 
deslignificação, hidrólise enzimática. 
 
ABSTRACT 
Lignocellulosic materials are considered promising renewable resources for the 
production of fuels and chemicals in processes generically called biorefineries. 
Currently, most biorefineries are based on biochemical pathways aiming to produce 
cellulosic ethanol and other coproducts. However, the high cohesion between the 
main components of the cell wall – cellulose, hemicelluloses and lignin – hinders the 
chemical accessibility of polysaccharides to enzymatic hydrolysis. Thus, different 
types of pretreatment have been developed to overcome these physicochemical 
barriers and to obtain higher yields monosaccharides from the lignocellulosic matrix. 
Among these, the use of ionic liquids (IL) as biomass solvent stood out in the 
scientific community due to their ability to selectively dissolve or deconstruct these 
recalcitrant materials. However, the use of low total solids in relation to the amount of 
LI makes this process very expensive due to the cost of the required reagents. For 
this reason, a new technology was developed in which the IL 1-butyl-3-
methylimidazolium acetate ([Bmim][OAc]) and ethanol were used together as co-
solvents in the presence of supercritical CO2 in an attempt to reduce the required 
amount of IL to 1 g g-1 or less. This new technology, which was recently named 
scCO2/EtOH-IL, is based on the partial delignification of biomass through the removal 
of lignin-carbohydrate complexes (LCC) with the aim to increase of accessibility of 
these substrates to enzymatic hydrolysis. In the present work, the applicability of this 
method was investigated for four types of biomass, sugarcane straw, elephant grass 
and Pinus taeda and Eucalyptus urograndis sawdusts, by employing materials that 
were pre-extracted with ethanol 95 % and conditions that have been pre-optimized 
for sugarcane bagasse in previous studies (250 bar at 110 and 180 °C). In general, 
higher pretreatment temperatures promoted higher biomass delignification, which 
were 42.3 % for cane straw, 45.9 % for elephant grass, 26.6 % for pine sawdust and 
32.8 % eucalypt sawdust, resulting in the mass recovery of most of the 
carbohydrates present in the original materials. Removal of LCCs allowed large gains 
in accessibility that resulted in higher conversion plant polysaccharides into soluble 
sugars by using a small amount of the enzyme Cellic CTec3 (10 mg of liquid enzyme 
per gram of substrate; 2.26 ARSTot g
-1), whose hydrolysis yields increased 3.4-fold for 
cane straw, 2.1-fold for elephant grass, 2.2-flod for pine and 5.9-fold for eucalyptus 
compared to the original materials. Hydrolysis was also performed in the presence of 
the hemicelulase activity of Cellic HTec3 (10 % in relation of Cellic CTec3) and this 
not only allowed the recovery of hemicellulose carbohydrates at high yield but also 
increased conversions of glucan in 18.4 % for cane straw, 21.8 % for elephant grass, 
17.8 % for pinus and 22.4 for eucalyptus. The degree of delignification of the 
substrates and their hydrolysis yields under the conditions used in this study showed 
a direct correlation with changes in their crystallinity index (CrI), but the increased 
accessibility of pretreated substrates was preferably attributed to the effect of the 
delignification. Finally, the ethanolic extracts that were obtained during sample 
preparation for pretreatment were analyzed by GCxGC/TOF-MS and their major 
components were characterized. 
Keywords: lignocellulose, pretreatment, supercritical CO2, ionic liquids, 
delignification, enzymatic hydrolysis.  
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A biomassa é a fonte de energia renovável de maior disponibilidade para 
produção de biocombustíveis e insumos químicos (SCHUCHARDT et al., 2000). 
Esta alternativa é fundamental para que haja uma mudança significativa no 
panorama mundial do uso de recursos energéticos, onde cerca de 75 % do consumo 
primário de energia é suprido pelo petróleo, carvão e gás natural (STOCKER, 2008). 
A substituição progressiva da matriz energética é urgente em virtude da necessidade 
de diminuição das emissões de um dos principais gases causadores do efeito estufa, 
o dióxido de carbono (CO2), que também é gerado na utilização de combustíveis 
obtidos a partir da biomassa, mas que, neste caso, é parcialmente absorvido durante 
a fotossíntese (STOCKER, 2008). 
Um importante exemplo da produção de combustíveis a partir de recursos 
renováveis vem da indústria sucroalcooleira do Brasil, que converte a sacarose 
presente na cana-de-açúcar em etanol cuja utilização em comparação com a 
gasolina pode diminuir em até 80 % as emissões de gases causadores do efeito 
estufa (FAO, 2008). Durante a safra 2012/2013 foram produzidos no Brasil 24 
bilhões de litros de etanol a partir de 602 milhões de toneladas de cana (CANILHA et 
al., 2012). Entretanto, este processo compete diretamente com a produção de 
alimentos, pois a sacarose utilizada na fermentação poderia ser destinada ao refino 
para obtenção de açúcar, que pode ser, inclusive, mais rentável para esta indústria 
devido às oscilações do valor de mercado desses produtos (CHANDEL et al., 2014). 
Além disso, no processamento da cana-de-açúcar foram gerados como resíduos 169 
e 84 milhões de toneladas de bagaço e palha, respectivamente (CANILHA et al., 
2012). Usualmente, estes resíduos podem ser utilizados tanto para a co-geração de 
energia através de sua queima, como para adubagem e preparo da terra para um 
novo plantio. Porém, essas técnicas consomem apenas uma pequena parte do que 
é gerado e, desta maneira, milhões de toneladas de biomassa permanecem 
acumuladas nos entornos das sucroalcooleiras. Outros tipos de biomassas residuais 
relevantes são obtidos no Brasil a partir das indústrias florestais, como a de papel e 
celulose, que se utilizam de matérias-primas como pinus e eucalipto. Estima-se que 
o Brasil produza mais de 38 milhões de toneladas de resíduos florestais desse tipo 
por ano, dos quais aproximadamente 16 milhões de toneladas são gerados nas 




outro lado, alguns vegetais de crescimento rápido se encontram em grande 
disponibilidade e produzem altas quantidades de biomassa em pouco tempo. Um 
exemplo disso é o capim-elefante, que pode atingir até 40 toneladas de biomassa 
seca em um hectare por ano e pode ser colhido de 2 a 4 vezes ao ano devido ao 
seu rápido crescimento, principalmente em regiões tropicais (CARVALHO, 1985). 
Estes resíduos agroindustriais, florestais e agrícolas de crescimento rápido 
são materiais lignocelulósicos constituídos basicamente por polissacarídeos como 
celulose e hemiceluloses e compostos poliaromáticos substituídos como a lignina, 
além de componentes minoritários de baixa massa molecular (extrativos), proteínas 
e compostos inorgânicos. Sabe-se que estes recursos podem ser potencialmente 
utilizados como matéria-prima para a obtenção de inúmeros produtos como 
combustíveis e insumos químicos. 
Neste contexto, surgiu o advento das biorrefinarias lignocelulósicas que, por 
analogia às refinarias de petróleo, podem ser definidas como processos integrados 
que visam o aproveitamento e conversão máximos da lignocelulose a combustíveis, 
energia e insumos para a indústria química (NREL, 2014). Além disso, a utilização 
destes recursos não compromete a produção de alimentos e contribui com um 
desenvolvimento regional sustentável (PETROU e PAPPIS, 2009). Dentro das 
biorrefinarias, os processos de conversão da lignocelulose podem ser realizados a 
partir de rotas termoquímicas ou bioquímicas. As rotas termoquímicas consistem na 
conversão total da biomassa através de sua queima utilizando-se ou não de 
catalisadores para se obterem produtos intermediários, como o bio-óleo e gás de 
síntese, que, em uma nova etapa, são transformados em combustíveis e outros 
derivados (FOUST et al., 2008). Por outro lado, as rotas bioquímicas utilizam 
biocatalisadores, como enzimas e células microbianas, cujo objetivo principal é 
desconstruir os polissacarídeos da biomassa em carboidratos para a produção de 
etanol e coprodutos que também podem ser convertidos a outros combustíveis e 
produtos químicos ou ainda serem utilizados na geração de energia para o processo 
(ADEN et al., 2002). 
Atualmente, o foco do desenvolvimento científico e tecnológico das rotas 
bioquímicas está voltado à conversão de celulose e hemiceluloses em etanol que, 
neste caso, é denominado etanol celulósico. A produção de biocombustível é 
realizada em cinco etapas principais, envolvendo (1) o pré-condicionamento da 




acessibilidade dos carboidratos à bioconversão; (3) a hidrólise enzimática, que 
consiste em converter os carboidratos a açúcares fermentescíveis; (4) a fermentação 
dos xaropes obtidos na etapa de hidrólise e por fim, (5) a recuperação do etanol 
através da destilação (WYMAN, 2007). O pré-tratamento é necessário porque a 
arquitetura e a eficiência da coesão entre os componentes na parede celular da 
lignocelulose limitam sua acessibilidade química e dificultam a utilização das 
macromoléculas. Por este motivo, esta etapa é crucial e deve proporcionar uma 
desestruturação ou fracionamento do material, tornando-o mais suscetível à 
degradação enzimática.  
Dentre as tecnologias de pré-tratamento, os líquidos iônicos (LIs) têm sido 
propostos como solventes promissores para o processamento de biomassa com 
base na capacidade destes em dissolver a celulose (SWATLOSKI et al., 2002) ou a 
lignocelulose como um todo (FORT et al., 2007; KILPELÄINEN et al., 2007; SUN et 
al., 2009). Neste caso, o pré-tratamento consiste inicialmente na dissolução do 
material em LI, seguida da precipitação das frações obtidas pela adição de um 
antissolvente (geralmente aquoso) e filtração para regeneração do material 
celulósico. Por outro lado, os LI podem ser aplicados como solventes seletivos para 
a deslignificação de biomassa, principalmente com o auxílio de cossolventes 
orgânicos, com o intuito de produzir materiais ricos em carboidratos e frações de 
lignina sem grandes modificações químicas. Esta conservação da estrutura 
majoritária da lignina é importante para que as futuras biorrefinarias sejam 
economicamente viáveis, pois a recuperação de uma fração polifenólica de alta 
qualidade é vital para a obtenção de inúmeros materiais renováveis como fibras de 
carbono, membranas poliméricas, elastômeros e termoplásticos, além de 
hidrocarbonetos e compostos fenólicos em geral (RAGAUSKAS et al., 2014). 
Desta maneira, pré-tratamentos utilizando LIs como solventes de 
lignocelulose ou como ferramenta para desconstruí-la seletivamente resultam num 
aumento da acessibilidade do substrato à bioconversão, além de permitir a remoção 
parcial da lignina, dependendo-se do tipo de LI e das condições utilizadas como a 
temperatura da reação, por exemplo (BRANDT et al., 2013). No entanto, a 
viabilidade de seu uso é ainda algo questionável devido ao alto custo desses 
reagentes e a baixa quantidade de biomassa em relação à de LI usualmente 
utilizada experimentalmente (BRANDT et al., 2013). Diferentemente dos LIs, fluidos 




devido a sua fácil recuperação, facilidade no reuso e em gerar substratos com baixo 
teor de umidade. Em contrapartida, os substratos gerados por estes pré-tratamentos 
apresentam baixa acessibilidade à bioconversão quando comparados com 
substratos pré-tratados por dissolução em LIs. 
Com o intuito de desenvolver uma nova tecnologia de pré-tratamento, foi 
recentemente proposto por Silveira (2014) um método de fracionamento de bagaço 
de cana (SCB) empregando LIs na presença de dióxido de carbono supercrítico 
(scCO2) e etanol (scCO2/EtOH-LI). Esta tecnologia de pré-tratamento proporcionou 
41 % de deslignificação de amostras de bagaço de cana livre de extraíveis e gerou 
um material rico em carboidratos que, por sua vez, apresentou alta acessibilidade 
frente à hidrólise enzimática. Uma das grandes contribuições deste método está no 
aumento da relação mássica entre biomassa e LI para 1 g g-1, o que diminui 
drasticamente a quantidade de LI necessária no pré-tratamento. 
Desta forma, o presente trabalho foi baseado no efeito do pré-tratamento por 
scCO2/EtOH-LI para outras matérias-primas relevantes no cenário nacional como a 
palha de cana de açúcar, o capim elefante e as serragens de pinus e eucalipto, com 
o objetivo de verificar a aplicabilidade do método para biomassas de diferentes 
estruturas de parede celular e composição química, utilizando-se das condições 





2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
2.1. ESTRUTURA E COMPOSIÇÃO QUÍMICA DA BIOMASSA 
O entendimento dos fatores químicos e estruturais que são responsáveis 
pela recalcitrância da parede celular de vegetais superiores é fundamental para a 
utilização da lignocelulose como matéria-prima nas biorrefinarias, principalmente 
para melhorar o rendimento dos produtos desejados como, por exemplo, na 
bioconversão dos polissacarídeos em seus respectivos monômeros destinados à 
fermentação alcoólica. Por este motivo, as próximas seções são dedicadas a uma 
melhor compreensão de como se organiza estruturalmente a biomassa, bem como 
na descrição das metodologias de pré-tratamento que podem ser utilizadas para 
romper as barreiras impostas pela parede celular e melhorar o seu aproveitamento 
como um todo. 
A lignocelulose é composta majoritariamente por celulose, hemiceluloses e 
lignina. A distribuição média destas macromoléculas varia conforme a origem do 
material lignocelulósico, sendo que até ¾ de sua composição química pode ser de 
carboidratos na forma de polissacarídeos e aproximadamente ¼ de lignina 
(HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). No caso de resíduos agroindustriais provenientes da 
cana-de-açúcar (gramíneas) tais como o bagaço, esta composição é 32 a 48 % de 
celulose, 19 a 24 % de hemiceluloses e de 23 a 32 % de lignina, enquanto que a 
palha da cana tem de 40 a 44 % de celulose, 30 a 32 % de hemiceluloses e 22 a 25 
% de lignina (SANTOS et al., 2012). Em biomassas oriundas de gimnospermas 
como o pinus (madeiras moles ou coníferas), o conteúdo de celulose varia de 40 a 
55 %, hemiceluloses de 24 a 40 % e lignina de 18 a 25 %, enquanto que, em 
madeiras duras ou folhosas como o eucalipto, esta composição é de 45 a 50 % de 
celulose, 25 a 35 % de hemiceluloses e 25 a 35 % de lignina (HOWARD et al., 
2003). 
2.1.1. ULTRAESTRUTURA DA PAREDE CELULAR 
As células dos vegetais diferem em sua ultraestrutura e apresentam 
características diferentes conforme o tipo de biomassa de origem. As coníferas ou 
gimnospermas apresentam as paredes celulares muito homogêneas por possuírem 




fase fibrilar da madeira e podem corresponder a 95 % da massa seca e do volume 
do xilema (CHUM et al., 1985). Já as folhosas ou angiospermas possuem estruturas 
de maior complexidade, compostas por fibras e vasos que são responsáveis por 70 
a 85 % e 10 a 15 % da massa seca do xilema, respectivamente (FENGEL e 
WEGENER, 1989). Entretanto, o volume ocupado pelas células presentes nas 
folhosas é de 45 a 65 % para as fibras e de 10 a 40 % para os vasos, 
respectivamente (FENGEL e WEGENER, 1989). Outras células que fazem parte das 
coníferas e folhosas são os parênquimas, que têm importante função no acúmulo de 
reservas energéticas; no entanto, estas células compõem somente 5 a 10 % e 10 a 
30 % da massa seca de seus respectivos xilemas (CHUM et al., 1985). A presença 
dos vasos para o transporte dos nutrientes e a maior quantidade relativa de células 
parenquimáticas são as principais características que diferenciam a parede vegetal 
das folhosas em relação às coníferas. Por sua vez, as gramíneas possuem uma 
maior quantidade de células parenquimáticas, por exemplo, para a reserva de 
sacarose na cana-de-açúcar. Estas podem representar de 30 a 70 % do volume do 
xilema, enquanto que as fibras e os vasos contribuem com 20 a 60 % e 1 a 10 % 
desse total, respectivamente (CHUM et al., 1985). Estes dados, distintos para 
diferentes tipos de biomassa, permitem inferir que as coníferas ou folhosas são mais 
densas em relação às gramíneas devido a maior contribuição das fibras no conteúdo 
mássico. Neste caso, o uso de biomassas florestais em biorrefinarias pode ser 
vantajoso por possuírem alto conteúdo energético, porém, estas matérias-primas 
também implicam em maiores custos nas etapas de pré-processamento, como na 
diminuição do tamanho de partículas e no pré-tratamento para desconstrução da 
estrutura da parede celular (FOUST et al., 2008). Entre os tipos de madeira, as 
coníferas apresentam uma ultraestrutura mais recalcitrante em relação às folhosas 
devido à menor presença de células parenquimáticas e da ausência do sistema 
vascular, que limitam a acessibilidade de agentes químicos ou enzimáticos à parede 
celular (JACOBS-YOUNG et al., 1998). 
Outro fator primordial relacionado à recalcitrância é a espessura da parede 
celular, que também limita a acessibilidade química aos componentes de interesse. 
A parede celular é normalmente dividida em lamela média, parede primária e parede 
secundária. A parede primária e a lamela média são pouco espessas, possuindo de 
0,1 a 1,0 µm independentemente do tipo de célula (FERRAZ et al., 2014). Já a 




confilargura varia conforme o tipo de célula. Nas células parenquimáticas, por 
exemplo, as paredes secundárias são mais tênues, possuindo até 1,3 e 1,7 µm de 
espessura nas folhosas e gramíneas, respectivamente, enquanto que na fase fibrilar 
apesentam espessuras médias de 4,0 µm em ambos os casos (DANIEL, 2009). Por 
sua vez, os traqueídeos das gimnospermas possuem de 2,0 a 4,2 µm de espessura 
de parede secundária, cuja variação é dependente da idade da célula vegetal, ou 
seja, é mais espessa quanto mais antiga for a árvore (FENGEL e WEGENER, 1989).  
As composições químicas das paredes primária e secundária também são 
diferentes. A parede primária é rica em pectinas e hemiceluloses, enquanto que a 
parede secundária é rica em celulose, hemiceluloses e lignina. A parede primária é 
mais acessível quimicamente e seus principais constituintes, as pectinas, podem ser 
removidas em extração com água quente (HARRIS e STONE, 2008). Porém, a 
maior parte dos componentes de interesse está localizada na parede secundária que 
é espessa e lignificada e, por este motivo, é o alvo das metodologias de pré-
tratamento. Portanto, diferenças na proporção e tipo das células que compõem a 
parede celular já explicam grande parte da recalcitrância de diferentes materiais 
lignocelulósicos, bem como a dificuldade relativa ao seu processamento. As 
coníferas são mais difíceis de serem utilizadas em biorrefinarias por possuírem 
quase que exclusivamente células com paredes secundárias mais espessas e 
apresentarem um sistema vascular com ausência de vasos, o que dificulta a 
acessibilidade de agentes químicos e enzimáticos à parede celular. Por outro lado, 
as gramíneas podem ser mais facilmente utilizadas nestes processos por 
apresentarem maior quantidade de células parenquimáticas de parede secundária 
menos espessa. Outros fatores relacionados à recalcitrância estão relacionados à 
natureza e interações moleculares dos principais componentes da parede 
secundária, que serão abordados nos próximos itens. 
2.1.2. CELULOSE 
A celulose é o principal componente estrutural das células vegetais. Trata-se 
de um homopolímero linear constituído por unidades de anidro-D-glucose (anidro-D-
glucopiranose) unidas por ligações glicosídicas do tipo β-(1→4) (FENGEL e 
WEGENER, 1989). O confôrmero, ou seja, a unidade que se repete ao longo da 
estrutura da celulose é a celobiose (4-O-β-D-glucopiranosil-D-glucopiranose) que, por 




anidroglucose espacialmente invertidas entre si (FIGURA 1A). Estas ligações vão se 
repetindo ao longo da cadeia do homopolímero, interligando resíduos de 
anidroglucose cuja disposição equatorial dos grupos hidroxílicos remanescentes 
permite a formação de uma rede de ligações de hidrogênio que mantém o agregado 
termodinamicamente estável. Na celulose presente nos vegetais superiores 
(celulose I), cada unidade de anidroglucose pode fazer até três ligações de 
hidrogênio: duas intracadeia e uma com uma das hidroxilas de uma cadeia vizinha, 
denominada ligação intercadeia (FIGURA 1B) (QIAN, 2008). Estas interações 
permitem que as cadeias de celulose adjacentes se orientem linearmente umas em 
relação às outras formando planos ou lamelas que, por sua vez, interagem entre si 
por forças dispersivas de Van der Waals localizadas acima e abaixo dos anéis 
hemiacetálicos (NISHIYAMA et al., 2002). O empacotamento origina um agregado 
supramolecular de alta organização que é denominada celulose cristalina (RAMOS, 
2003), cuja baixa permeabilidade limita a acessibilidade química de reações de 
hidrólise (KRASSIG, 1993). Sabe-se, porém, que a celulose cristalina é separada por 
regiões de menor organização denominadas de celulose amorfa, onde as cadeias 
são arranjadas de maneira randomizada e, consequentemente, são mais suscetíveis 
à hidrólise (BON et al., 2008). 
Nas regiões de maior organização estrutural, a celulose apresenta planos de 
simetria que podem ser medidos pela técnica de difração de raios-X (DRX). O perfil 
difratométrico obtido apresenta, quando utilizida a raia Kα de átomos de cobre, picos 
inerentes aos planos 110, 110, 200 e 400 que possuem seu ponto de máximo nos 
ângulos de Bragg de 14,9°, 16,8°, 22,5° e 34,5° de 2θ, respectivamente (WADA et 
al., 2003). A análise dos difratogramas permite obter, através da Lei de Bragg 
(BRAGG, 1913), as distâncias interplanares definidas na estrutura, enquanto que a 
largura média dos cristais de celulose pode ser calculada a partir da equação de 
Scherrer descrita por Patterson (1939). Por fim, através de metodologias como a de 
Segal et al. (1959) pode-se determinar o índice de cristalinidade de materiais 
lignocelulósicos, que advém da relação entre as intensidades da reflexão 200 em 
22,5° de 2θ e da contribuição de fase amorfa em 18,5° de 2θ. Portanto, a 
interpretação dos dados obtidos por DRX permite inferir sobre alterações estruturais 
da celulose e/ou de materiais lignocelulósicos, porém, isto depende de um preparo 
adequado da amostra, evitando artefatos causados pelos procedimentos de 







FIGURA 1 – ESTRUTURA QUÍMICA DA CELULOSE. (A) CELOBIOSE, (B) CADEIAS DE CELULOSE ADJACENTES, EVIDENCIANDO A FORMAÇÃO DE 
UMA REDE DE LIGAÇÕES DE HIDROGÊNIO INTRAMOLECULARES (EM AZUL) E INTERMOLECULARES (EM VERMELHO). 





As análises de DRX também permitem diferenciar a celulose nativa (ou 
celulose I), que é a sua forma alomórfica mais comum, da celulose mercerizada (ou 
celulose II), que é obtida a partir do tratamento alcalino da primeira com hidróxido de 
sódio aquoso e posterior regeneração (DINAND et al., 2002). Neste caso, a estrutura 
da celulose mercerizada é mais estável que a celulose nativa por apresentar uma 
disposição antiparalela das cadeias de glucanas, o que leva à formação de uma 
rede de ligações de hidrogênio mais rígida, caracterizada inclusive pelo aumento da 
incidência de ligações de hidrogênio interplanares (KOLPAK e BLACKWELL, 1976; 
NISHIYAMA et al., 2002). Este fato explica porque não pode se pode reverter uma 
transformação de celulose nativa em celulose mercerizada, pois isto seria 
termodinamicamente proibitivo devido à diminuição na entropia do sistema (SARKO, 
1986). Além das celuloses do tipo I e II, existem ainda outras formas alomórficas 
decorrentes do tratamento química da celulose nativa, mas estas estruturas não 
foram revisadas por não apresentarem relevância para o presente trabalho. 
Finalmente, o comprimento da cadeia de celulose é caracterizado pelo seu 
grau de polimerização, que representa o número de unidades de anidroglucose 
interligadas ao longo da cadeia. Segundo alguns autores, o grau de polimerização 
da celulose I varia de acordo com sua origem e localização na parede celular, sendo 
de até 6000 unidades de anidroglucose na parede primária e de até 14000 na 
parede secundária (HARRIS e STONE, 2008). 
2.1.3. HEMICELULOSES 
Ao contrário da celulose, as hemiceluloses são heteropolissacarídeos que 
podem apresentar ramificações em sua cadeia cuja composição química varia 
conforme a matriz lignocelulósica (FENGEL e WEGENER, 1989). Assim, as 
hemiceluloses podem conter pentoses (D-xilose, L-arabinose), hexoses (D-glucose, 
D-manose e D-galactose), ácidos urônicos (ácido 4-O-metil-D-glucurônico, por 
exemplo) e, eventualmente, ácido acético (BEG et al., 2001), cujas estruturas estão 
representadas na FIGURA 2. Além disso, devido às ramificações presentes nos 
polissacarídeos que as constituem, as hemiceluloses formam arranjos estruturais 
menos organizados do que a celulose e por isto são mais acessíveis à hidrólise por 
agentes químicos ou enzimáticos. 
As estruturas formadas pelas hemiceluloses ocorrem, geralmente, nas 




de celulose. Neste caso, a associação entre a celulose e as hemiceluloses é 
realizada por interações não-covalentes como ligações de hidrogênio e forças de 
Van der Waals (HANSEN e BJØRKMANN, 1998). Na matriz formada na parede 
secundária, as hemiceluloses associam-se covalentemente à lignina através dos 
complexos lignina-carboidrato, que fortalecem a coesão entre as macromoléculas e 
aumentam a recalcitrância do compósito (HARRIS e STONE, 2008) (detalhamento 
na seção 2.1.5). 
 
 
FIGURA 2 – ESTRUTURAS QUÍMICAS DE COMPONENTES ENCONTRADOS NAS 
HEMICELULOSES. 
 
Dentre os principais tipos de hemiceluloses presentes na parede celular 
estão as xilanas, cuja cadeia principal é formada por unidades de anidroxilopiranose 
unidas por ligações glicosídicas do tipo β-(1→4). Após a celulose, as xilanas são os 
polissacarídeos de maior ocorrência na natureza, se fazendo presentes em 
praticamente todos os vegetais superiores (BEG et al., 2001). Como exemplo, as 
heteroxilanas são os principais componentes hemicelulósicos das paredes 
secundárias de dicotiledôneas e, no caso de folhosas, correspondem de 10 a 35 % 
da massa seca da madeira (HARRIS e STONE, 2008). A FIGURA 3 apresenta a 
estrutura de uma 4-O-metil-glucuronoarabinoxilana, que é a hemicelulose mais 
abundante nas paredes celulares primárias e secundárias de gramíneas (HARRIS e 
STONE, 2008). Esta estrutura ainda pode sofrer substituições nos oxigênios das 
hidroxilas dos carbonos C2 e C3 dos resíduos de anidroxilose, denominadas 




são, majoritariamente, unidades de anidroarabinofuranose unidas por ligação do tipo 
α-(1→3) (em vermelho). Já nas posições O-2 podem ocorrer grupos acetila através 
de ligação éster (em azul) e resíduos de ácido 4-O-metil-D-glucurônico, unidos por 
ligação do tipo α-(1→2) (em verde). Diferentes 4-O-metil-glucuronoarabinoxilanas 
podem ser interconectadas na matriz por uma ponte diferúlica (em preto, ao centro), 
que corresponde a duas moléculas de ácido ferúlico unidas por ligação C-C do tipo 
5-5’. A ligação entre a ponte diferúlica e este tipo de hemicelulose ocorre pela 
formação de ligação éster na posição O-5 dos resíduos de anidroarabinofuranose. 
Também esterificados às unidades de anidroarabinofuranose apresentam-se 
resíduos de ácido p-cumárico (em rosa), que podem unir este polissacarídeo à 
lignina. As 4-O-metil-glucuronoarabinoxilanas também são as principais xilanas 
encontradas em coníferas, correspondendo de 7 a 12 % da massa seca da madeira, 
entretanto, neste caso, não apresentam substituições com grupos acetila (BEG et 
al., 2001). Por sua vez, as xilanas das folhosas são as 4-O-metil-glucuronoxilanas de 
alto grau de acetilação, com 3,5 a 7 grupos acetila a cada 10 resíduos de 
anidroxilopiranose (WHISTLER e CHEN, 1991). Nas 4-O-metil-
glucuronoarabinoxilanas das coníferas, assim como nas glucuronoxilanas das 
madeiras duras, podem existir unidades de anidrogalactopiranose conectadas aos 
resíduos de ácido 4-O-metil-D-glucurônico, formando ramificações oligoméricas 
(SHATALOV et al., 1999). 
Outros tipos relevantes de hemiceluloses são as heteromananas. Dentre 
elas estão as galactoglucomananas, cuja cadeia principal é formada por resíduos de 
anidromanopiranose intercalados por um segmentos compostos por resíduos de 
anidroglucopiranose em ligações do tipo β-(1→4). Ao longo do polímero, resíduos de 
anidrogalactopiranose são distribuídos em ambos os tipos de monossacarídeos da 
cadeia principal por ligações do tipo α-(1→6). As galactoglucomananas são as 
hemiceluloses mais abundantes nas coníferas, onde são encontradas 
majoritariamente na parede secundária, podendo corresponder de 12 a 18 % de sua 
massa seca (BACIC et al., 1988). Variações na proporção dos monossacarídeos 
sugerem que a cada unidade de anidroglucopiranose possam existir de 3 a 4 
unidades de anidromanopiranose e uma ramificação com um resíduo de 







FIGURA 3 – MODELO ESTRUTURAL DE 4-O-METIL-GLUCURONOARABINOXILANA TIPICAMENTE PRESENTE EM GRAMÍNEAS. 





A lignina é um componente polimérico amorfo presente majoritariamente na 
parede secundária das células vegetais, onde atua como uma barreira e, por este 
motivo, protege os polissacarídeos de processos de degradação química e biológica. 
A matriz formada pela lignina é sintetizada após a celulose e as hemiceluloses para 
conferir resistência à parede celular, permitindo com que as células do sistema 
vascular se desenvolvam (DAVIN et al., 2008). No processo de lignificação da 
parede secundária, moléculas de água são deslocadas do agregado devido à 
natureza hidrofóbica da lignina e isso favorece a formação de ligações de hidrogênio 
entre as hemiceluloses e a celulose (NORTHCOTE, 1972; DONALDSON, 2001). As 
unidades presentes na lignina são resultantes da combinação de radicais oriundos 
da deshidrogenação enzimática de moléculas derivadas do ácido p-cumárico 
denominadas álcool coniferílico, álcool sinapílico e álcool p-cumarílico (FENGEL e 
WEGENER, 1989), cujas estruturas químicas estão apresentadas na FIGURA 4.  
 
 
FIGURA 4 – ESTRUTURAS QUÍMICAS DOS ÁLCOOIS CINÂMICOS PRECURSORES DA LIGNINA. 
FONTE: SILVEIRA (2014). 
 
Assim como as hemiceluloses, a composição da lignina varia entre 
diferentes plantas e mesmo entre tecidos de uma mesma planta e esta depende dos 
álcoois precursores envolvidos em sua síntese. No caso de madeiras moles 
(coníferas) a lignina é basicamente derivada do álcool coniferílico e os fenil-
propanóides são denominados unidades guaiacílicas, donde a denominação de 
lignina do tipo G; para madeiras duras (folhosas ou angiospermas dicotiledôneas), 




que são originários do álcool sinapílico e dão origem à lignina do tipo GS; em 
gramíneas como a cana-de-açúcar (angiospermas monocotiledôneas), existem 
ainda em menor quantidade unidades aromáticas não metoxiladas derivadas do 
álcool p-cumarílico, denominadas p-hidroxibenzilas, que assim compõem a lignina 
do tipo HGS (RAMOS, 2003). 
Dentre as frações aromáticas, o tipo de ligação mais abundante é a β-O-4, 
que corresponde de 30 a 40 % do total de ligações nas coníferas e de 40 a 50 % nas 
folhosas (BRUNOW e LUNDQUIST, 2010). Outros tipos de ligações representativas 
correspondem às β-5’, β-β’, 5-5’ e 4-O-5’, bem como as dibenzodioxocina (DBDO, 
FIGURA 5), cuja ocorrência foi demonstrada em amostras de lignina de madeira 
moída (MWL, do inglês milled wood lignin) isoladas de abeto por extração com 
dioxano/água (4:1; v v-1), cujas estruturas foram elucidadas utilizando-se a técnica 
de QQ-HSQC (do inglês, Quick Quantitative-Heteronuclear Single-Quantum 
Correlation) e ressonância magnética nuclear (RMN) de 31P (CRESTINI et al., 2011). 
As labilidades químicas das ligações presentes na lignina são diferentes e, apesar 
de predominantes, as ligações β-O-4 reagem mais facilmente em reações de 
hidrólise ácida ou básica (BRUNOW e LUNDQUIST, 2010). 
 As unidades de álcool coniferílico que caracterizam lignina do tipo G reagem 
em grande extensão através de radicais formados no carbono 5 do anel benzênico, 
formando ligações cruzadas do tipo C-C e C-O (BRUNOW e LUNDQUIST, 2010). As 
ligações C-C originadas desses cruzamentos são dificilmente quebradas e este é o 
principal fato que torna a lignina de coníferas mais difícil de ser extraída em relação 
à de folhosas ou gramíneas, pois os fragmentos relacionados às unidades 
guaiacílicas podem compor até 95 % da lignina deste tipo de vegetal (BOERJAN e 
BAUCHER, 2003; BRUNOW e LUNDQUIST, 2010). Desta maneira, a grande 
quantidade de lignina na parede secundária e a alta proporção de lignina do tipo G 
fazem com que as coníferas sejam as mais difíceis de serem processadas do ponto 
de vista das biorrefinarias. O principal exemplo disso é a indústria de papel e 
celulose, que necessita de agentes nucleofílicos fortes, como sulfeto (S2-) e sulfito 
(HSO3-) de sódio, para obter altas taxas de deslignificação no processamento de 





FIGURA 5 – MODELOS ESTRUTURAIS DE LIGNINA ISOLADA DA CONÍFERA ABETO E OS PRINCIPAIS TIPOS DE LIGAÇÕES QUÍMICAS 
EVIDENCIADAS POR QQ-HSQC E RMN DE 
31
P. 













2.1.5. COMPLEXOS LIGNINA-CARBOIDRATO 
Além de aumentar a coesão entre os polissacarídeos na parede secundária, 
a lignina pode se ligar covalentemente às hemiceluloses pela formação de 
complexos lignina-carboidrato (CLC). Dependendo da abundância das ligações 
cruzadas que formam os CLC, estas podem contribuir significativamente para a 
recalcitrância da lignocelulose, pois também aumentam a interação entre as 
macromoléculas na parede celular e, portanto, restringem o acesso químico e 
enzimático aos polissacarídeos (IIYAMA et al., 1994). As estruturas dos CLC podem 
ser isoladas por extração ou fracionamento de biomassa com solventes orgânicos e 
soluções alcalinas. Neste sentido, um estudo realizado por Lawoko et al. (2005) 
apresentou um método de isolamento de estruturas de CLC de abeto baseado na 
moagem do material e hidrólise enzimática parcial da celulose. A fração insolúvel 
obtida após a hidrólise foi parcialmente dissolvida com solução de uréia (8 mol L-1) 
por 48 h e a fração solúvel desta nova etapa foi precipitada com hidróxido de bário 
(BaOH2). A precipitação originou uma estrutra que foi caracterizada como sendo um 
CLC de glucomananas, contendo aproximadamente 8 % da lignina total. Já a fração 
insolúvel em uréia foi lavada e novamente solubilizada com solução de hidróxido de 
sódio 18 % (NaOH) e ácido bórico 4 % (H3BO3). Após isso, o pH foi ajustado a 7 
para precipitar um CLC contendo cerca de 48 % da lignina de abeto, caracterizado 
como uma rede de glucomananas, lignina e xilanas (glucomananas > xilanas). A 
fração solúvel desta última etapa foi determinada como sendo um CLC de xilanas, 
lignina e glucomananas (xilanas > glucomananas), que reteve 40 % do conteúdo 
total de lignina. Desta forma, estes autores demonstraram que é improvável o 
isolamento de hemiceluloses sem qualquer associação com lignina presente 
(LAWOKO et al., 2005). O isolamento de CLC de bagaço de cana (SINGH et al., 
2005), palha de trigo (DUROT et al., 2003) e pinus (AZUMA e KOSHIJIMA, 1988) 
também foram investigados.  
A FIGURA 6 apresenta os tipos possíveis de ligações nos CLC formados 
entre 4-O-metil-glucuronoarabinoxilanas (em azul), as principais hemiceluloses 
presentes em gramíneas, e um fragmento de lignina (em preto) (IIYAMA et al., 
1994). As espécies envolvidas na formação de ligações covalentes dos CLC entre 
polissacarídeos e lignina estão ilustradas em cor vermelha. Neste caso, estão 




glucurônico que podem se associar a grupos hidroxila dos compostos da lignina; a 
ligação éter direta (2) entre hidroxilas da posição O-2 dos resíduos de xilose e 
hidroxilas da lignina;  resíduos de ácido ferúlico (3) e ácido p-cumárico (4) 
esterificados às hidroxilas da posição O-3 dos resíduos de arabinose sem 
associação com a lignina; resíduo de ácido cinâmico (5) eterificado com a lignina; a 
ponte ferúlica éster-éter (6) que possui uma molécula de ácido ferúlico esterificada à 
posição O-3 dos resíduos de arabinose e eterificada a grupamentos hidroxílicos da 
lignina; e a ponte diferúlica (7), composta por duas moléculas de ácido ferúlico 
unidas por ligação do tipo 5-5’ e conectadas a resíduos de arabinose por ligação 
éster e à lignina por ligação éter. 
2.1.6. COMPONENTES MINORITÁRIOS 
Dentre os componentes minoritários da lignocelulose, pectinas são 
polissacarídeos que encontram-se principalmente na parede primária das células 
vegetais e apresentam alta solubilidade em água; por este motivo, estes 
componentes são facilmente removidos por lavagem aquosa. Os principais tipos de 
pectinas são as galacturonanas, formadas a partir de resíduos de ácido 
galacturônico unidas por ligações do tipo α-(1→2) e α-(1→4) que podem apresentar 
grupos acetila esterificados e grupos metila eterificados na cadeia (HARRIS e 
STONE, 2010). Nas coníferas, mais especificamente no lúmen dos traqueídeos, 
encontram-se as arabino-3,6-galactanas, cuja cadeia principal é formada por 
resíduos de anidrogalactose unidas por ligação do tipo β-(1→3) e ramificadas por 
ligações do tipo α-(1→3) com resíduos de arabinanas (HARRIS e STONE, 2008). 
A biomassa também contém compostos orgânicos minoritários de baixa 
massa molar, denominados extraíveis, que podem ser facilmente removidos da 
estrutura lignocelulósica pela solubilização em solventes orgânicos como o etanol 
(FENGEL e WEGENER, 1989). As principais estruturas encontradas na maioria dos 
materiais lignocelulósicos são terpenos, lignanas, estilbenos, hidrocarbonetos, 
flavonoides, ceras, álcoois e ácidos graxos e compostos fenólicos (FENGEL e 





FIGURA 6 – ESTRUTURA HIPOTÉTICA DE COMPLEXO LIGNINA-CARBOIDRATO DE 4-O-METILGLUCURONOARABINOXILANAS DE GRAMÍNEAS. 




Em madeiras, os extraíveis têm funções patológicas e fisiológicas que são 
associadas às substâncias produzidas nos canais resinosos e nas células 
parenquimáticas, respectivamente (SJÖSTRÖM, 1993). As substâncias patológicas 
são majoritariamente compostas por ácidos resínicos e monoterpenos que protegem 
a madeira de degradação biológica e, por sua vez, as substâncias fisiológicas 
correspondem a gorduras, açúcares e outras moléculas de reserva energética 
(SJÖSTRÖM, 1993).  
Embora os extraíveis sejam minoritários na composição química da 
biomassa, a riqueza desta fração pode ser importante em biorrefinarias para 
obtenção de insumos químicos no processamento de grandes quantidades de 
materiais lignocelulósicos. Por outro lado, a presença destes componentes na 
parede celular pode prejudicar os procedimentos analíticos de quantificação do teor 
de lignina e carboidratos presentes nos materiais lignocelulósicos. Este fato ocorre 
porque, na determinação de carboidratos pelo por hidrólise ácida, a barreira química 
formada pelos extraíveis pode inibir a penetração do ácido sulfúrico na estrutura e 
resultar em uma hidrólise incompleta dos polissacarídeos (SLUITER et al., 2008b). 
Por sua vez, a determinação do teor de lignina pode ser superestimada devido à 
condensação de componentes dos extraíveis e carboidratos não hidrolisados com a 
fração sólida correspondente à lignina insolúvel em ácido (SLUITER et al., 2008b). 
Desta maneira, a remoção desta fração da biomassa é inevitável para se refinar a 
determinação de sua composição química. 
2.2. PRÉ-TRATAMENTO DE LIGNOCELULOSE 
Conforme já discutido, o aproveitamento da biomassa como matéria-prima 
para produção de combustíveis e insumos químicos renováveis depende do 
aumento da eficiência da conversão de sua estrutura, que possui acessibilidade 
química e enzimática limitada devido à recalcitrância resultante da interação entre os 
componentes macromoleculares e de fatores relacionados às propriedades da 
parede celular, como espessura, heterogeneidade, complexidade e grau de 
lignificação (HIMMEL et al., 2007). Por esses motivos, uma etapa de pré-tratamento 
se faz necessária para aumentar a área superficial e modificar a composição 
química da biomassa, aumentando assim a sua suscetibilidade à hidrólise 
enzimática e gerando um processo de maior rendimento para a produção de etanol 




As estratégias de pré-tratamento podem ser classificadas de acordo com 
sua atuação na matéria-prima lignocelulósica. Em geral, estes métodos podem ser 
físicos, físico-químicos, químicos ou biológicos (ALVIRA et al., 2010). Diversos 
estudos podem ser encontrados na literatura sobre tecnologias de pré-tratamento, 
dos quais podem ser destacados os que utilizam hidrólise ácida (VÁZQUEZ et al., 
2006; HSU et al., 2010), reagentes alcalinos (CURRELI et al., 1997; ZHENG et al., 
2009), explosão a vapor (RAMOS, 2003; GALBE e ZACCHI, 2007), moagem (ALVO 
e BELKACEMI, 1997; HIDENO et al., 2009), solventes orgânicos (ARAQUE et al., 
2008; SAAD et al., 2008; MESA et al., 2010), pré-tratamentos biológicos (ZHANG et 
al., 2008; CAMASSOLA e DILLON, 2009; YU et al., 2009), líquidos iônicos (LI et al., 
2010; NGUYEN et al., 2010) e CO2 supercrítico (KIM e HONG, 2001). 
Para um método de pré-tratamento ser considerado efetivo, este deve 
proporcionar uma alta recuperação de carboidratos da biomassa, aumentar a 
digestibilidade dos polissacarídeos à etapa de hidrólise enzimática, evitar a 
degradação dos açúcares e da lignina (que podem formar inibidores na etapa de 
fermentação), proporcionar uma alta concentração de sólidos totais e de 
carboidratos na fração solúvel e ter um baixo custo energético e operacional (GALBE 
e ZACCHI, 2012). Além disso, a escolha de um processo de pré-tratamento deve ser 
adequada à matéria-prima que será utilizada, devido aos fatores estruturais e 
químicos da lignocelulose (CHANDRA et al., 2007; ZHANG et al., 2008). 
Nos pré-tratamentos físicos, o principal método é a moagem, que tem como 
finalidade o aumento da área superficial e da acessibilidade do substrato à etapa de 
hidrólise pela diminuição do tamanho das partículas (SILVA et al., 2010). A principal 
vantagem deste processo é que não há degradação dos carboidratos a compostos 
furânicos, em contrapartida a processos termoquímicos que utilizam a hidrólise ácida 
(ALVO e BELKACEMI, 1997). Porém, muita energia é consumida para se alcançar 
uma alta digestiblidade do substrato, o que torna este tipo de pré-tratamento 
economicamente inviável (GALBE e ZACCHI, 2007).  
Dentre os pré-tratamentos químicos, a utilização de reagentes alcalinos no 
processamento da lignocelulose apresenta vantagens em comparação à hidrólise 
ácida devido à conservação dos carboidratos das hemiceluloses, maior efetividade 
na remoção da lignina (CARVALHEIRO et al., 2008) e a possibilidade de ser 
realizado em temperatura ambiente (KUMAR et al., 2009). O emprego de soluções 




da celulose pelo aumento de sua porosidade e área superficial de contato 
(TAHERZADEH e KARIMI, 2008). No entanto, o pré-tratamento alcalino é apropriado 
para materiais que contenham pouca lignina em sua composição, como alguns tipos 
de resíduos agroindustriais, já que em substratos com alto grau de lignificação quase 
nenhum efeito é observado (GALBE e ZACCHI, 2007). Como um método alcalino 
alternativo, o pré-tratamento da palha de milho foi investigado empregando uma 
mistura de carbonato de sódio (Na2CO3) e sulfeto de sódio (Na2S) oriunda do 
processo de polpação kraft das indústrias de papel e celulose (licor verde). 
Resultados de até 45 % de deslignificação do material foram obtidos, porém, a alta 
carga enzimática utilizada para hidrólise (20 FPU g-1 de substrato deslignificado) 
ainda sugere a necessidade de otimização desta tecnologia (GALBE e ZACCHI, 
2012). 
Os pré-tratamentos empregando ácidos concentrados ou diluídos têm por 
objetivo a solubilização da hemicelulose para aumentar a acessibilidade química da 
celulose. Porém, o processamento utilizando ácidos concentrados acarreta um alto 
custo operacional devido à necessidade de uma etapa adicional de neutralização 
dos efluentes, bem como a possível corrosão de equipamentos (WYMAN, 1996). No 
pré-tratamento com ácidos diluídos, a biomassa previamente moída é imersa em 
solução ácida em temperaturas de 140 a 200 ºC que promovem a hidrólise das 
hemiceluloses em açúcares monoméricos passíveis de fermentação (GALBE e 
ZACCHI, 2012). Contudo, dependendo da temperatura utilizada, podem ser obtidos 
produtos de desidratação de carboidratos como furfural e hidroximetilfurfural (HMF) e 
compostos aromáticos provenientes da degradação da lignina que podem inibir a 
ação dos microorganismos na etapa subsequente de fermentação (SAHA et al., 
2005). 
Ainda em pré-tratamentos químicos, há o processo utilizando solventes 
orgânicos, que tem como base a solubilização da lignina na fase orgânica (GALBE e 
ZACCHI, 2012). Estes solventes também podem ser usados em misturas aquosas 
na presença de catalisadores ácidos que solubilizam as hemiceluloses além da 
lignina (SUN e CHENG, 2002). Vários solventes orgânicos puros ou em mistura 
podem ser utilizados neste processo, incluindo metanol, etanol, etilenoglicol, glicerol 
e álcool tetraidrofurfurílico (ZHAO et al., 2009). Contudo, a viabilidade econômica e 
ambiental deste processo está relacionada à etapa de reciclagem do solvente 




meio reacional pode produzir efeitos inibitórios sobre as etapas de hidrólise 
enzimática e de fermentação (SUN e CHENG, 2002). 
Dentre os pré-tratamentos físico-químicos destaca-se a explosão a vapor, 
que é um dos processos mais estudados na literatura (GREGG e SADDLER, 1996; 
NGUYEN et al., 1996; RAMOS, 2003). Por este motivo, várias plantas pilotos que 
empregam esta tecnologia estão espalhadas pelo mundo (RAMOS, 2003). Neste 
método, a biomassa é tratada com vapor em um vaso fechado com temperatura 
entre 160 a 240 ºC (correspondente a pressão entre 6 e 34 bar) por um certo tempo 
e, em seguida, o sistema é subitamente descomprimido à pressão ambiente (GALBE 
e ZACCHI, 2007). O mecanismo de atuação deste pré-tratamento é similar aos 
métodos que empregam ácidos diluídos, tendo como base a solubililzação das 
hemiceluloses em oligômeros e monômeros para facilitar o acesso das enzimas à 
superfície da celulose durante a etapa de hidrólise (GALBE e ZACCHI, 2007). Com o 
intuito de diminuir o tempo de residência da biomassa no reator, bem como a 
temperatura e a pressão utilizadas, esta técnica pode ser assistida por catalisadores 
auxiliares como dióxido de enxofre (SO2) (ZACCHI et al., 1995), dióxido de carbono 
(CO2) (SUN e CHENG, 2002), H2SO4 (RAMOS, 2003; GALBE e ZACCHI, 2007) e 
ácido fosfórico (H3PO4) (AGUIAR et al., 2013). Neste sentido, várias pesquisas vêm 
sendo realizadas, pois, dependendo da severidade do pré-tratamento e das 
propriedades do catalisador, pode haver perda de rendimento e um aumento na 
formação de inibidores (OLSSON et al., 2005). Paralelamente, a lignina também 
pode sofrer hidrólise parcial seguida de reações de condensação, levando a co-
produtos indesejáveis de baixa solubilidade em sistemas aquosos (SUN, 2002). 
Ainda, como evolução tecnológica do pré-tratamento por explosão a vapor, está 
sendo desenvolvida a high density steam flash-explosion (HDSF), termo que remete 
a um processo rápido (flash) que envolve de 3 a 5 segundos de pressurização do 
reator e apenas 0,0875 segundos de expansão adiabática (explosão). Porém, este 
procedimento foi testado em materiais de origem animal contendo queratina, um 
material menos recalcitrante que a lignocelulose (ZHAO et al., 2012). 
Os pré-tratamentos biológicos têm como princípio a colonização da 
biomassa com organismos, majoritariamente fungos, capazes de degradar lignina 
e/ou hemiceluloses com o objetivo de melhorar a sua suscetibilidade química às 
reações de hidrólise (ALVIRA et al., 2010). Além de ser um processo relativamente 




por não requerer substâncias químicas auxiliares (SUN e CHENG, 2002). Porém, a 
necessidade de longos tempos de pré-tratamento, em comparação com outras 
técnicas, dificulta sua utilização em escala industrial (GALBE e ZACCHI, 2012). 
2.3. PRÉ-TRATAMENTO UTILIZANDO LÍQUIDOS IÔNICOS 
Os líquidos iônicos (LI) são sais orgânicos líquidos em temperaturas 
relativamente baixas (<100 ºC) que apresentam propriedades diferentes dos 
solventes orgânicos comuns: alta estabilidade química e térmica, baixa 
inflamabilidade e pressão de vapor insignificante, o que implica na não formação de 
gases tóxicos e co-produtos indesejáveis (ZHU et al., 2006). Em meio às tecnologias 
convencionais de pré-tratamento, a utilização de líquidos iônicos como solventes de 
lignocelulose está em evidência pela tendência de se valorizar trabalhos científicos 
que considerarem premissas de sustentabilidade e eficiência ecológica em seu 
desenvolvimento. Sua estrutura química é basicamente formada por um cátion 
orgânico e um ânion orgânico ou inorgânico. Os tipos mais comuns de LI contêm 
cátions derivados de alquilimidazóis, alquilpiridínios e tetra-alquilamônios contendo 
ânions como acetato, hexafluorofosfato, tetrafluoroborato, metanossulfonatos, 
haletos, entre outros (TADESSE e LUQUE, 2011).  
Dentre os principais LIs, os mais estudados são os baseados em cátions 
alquilimidazóis contendo ânions acetato que são capazes de dissolver a celulose. 
Um dos mecanismos de atuação do pré-tratamento de biomassa com este LI 
consiste na capacidade do ânion em formar de ligações de hidrogênio com as 
hidroxilas dos monossacarídeos. Na celulose, o ânion do LI ao interagir 
preferencialmente com as hidroxilas dos resíduos de anidroglucose causa o 
rompimento de ligações de hidrogênio e outras forças atrativas inerentes ao 
agregado de celulose, aumentando assim a sua solubilidade no meio de onde pode 
ser regenerada como celulose amorfa (WANG et al., 2012). O cátion também pode 
interagir com as hidroxilas dos monossacarídeos, porém, mais fracamente. Estudos 
de simulação molecular demonstraram que na dissolução de glucose com o LI 
cloreto de 1-metil-3-metilimidazol ([Mmim][Cl]), os cátions alquilimidazólicos se 
localizam acima e abaixo do plano do anel hemiacetálico, fato que pode ser 
explicado pela superfície anisotrópica e relativamente hidrofóbica da celulose, ao 
contrário de sua periferia que é polar por poder realizar ligações de hidrogênio 




celulose pode estar mais associado à diminuição das interações entre as folhas 
formadas pelas cadeias de celulose (BRANDT et al., 2013). A FIGURA 7 demonstra 
as ligações de hidrogênio formadas pelo ânion e cátion do LI acetato de 1-butil-3-
metilimidazol, o [Bmim][OAc], com as hidroxilas dos resíduos de anidroglucose da 
celulose.  
 
FIGURA 7 – POSSÍVEIS INTERAÇÕES DO CÁTION E ÂNION DO LI [Bmim][OAc] COM AS 
HIDROXILAS DOS RESÍDUOS DE ANIDROGLUCOSE PRESENTES NA CELULOSE. 
FONTE: SILVEIRA (2014). 
 
Além da dissolução da celulose, os LIs baseados em cátions imidazólicos 
são também capazes de dissolver a lignina. Neste sentido, sugere-se que a 
solubilização desta macromolécula está atrelada a interações π-π formadas entre o 
cátion imidazólico e as frações aromáticas da lignina (SILVA et al., 2010). As 
interações entre o cátion e a lignina também podem ser coulombianas, donde a 
carga positiva do anel imidazólico interage com os sítios aromáticos que possuem 
alta densidade eletrônica (DUPONT, 2011). Além disso, foi comprovado pela técnica 
de RMN bidimensional que a utilização do LI [Emim][OAc] no pré-tratamento de 
carvalho silvestre promoveu um decréscimo na quantidade de ligações do tipo β-O-4 
(BRANDT et al., 2013). Por este motivo, a maior abundância relativa de frações 




lignina de diferentes biomassas, ou seja, coníferas são mais difíceis de serem 
deslignificadas com LI do que folhosas e gramíneas. 
Neste contexto, a capacidade de LIs baseados em cátions alquilimidazólicos 
solubilizarem tanto os polissacarídeos como a lignina torna-os passíveis de dissolver 
ou fracionar seletivamente a biomassa. Os primeiros autores a relatarem o processo 
de dissolução de biomassa em LI foram Fort et al. (2007), utilizando-se de pó de 
madeiras de carvalho, eucalipto, pinho e álamo. Neste trabalho, foram empregados 5 
% de biomassa seca em relação à massa de solução de LI [Bmim][Cl] e 
dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) a 100 ºC por até 24 h e as dissoluções foram 
confirmadas pela técnica de RMN de 13C. A maior eficiência de extração foi 
observada para a biomassa de pinus, que promoveu a solubilização de 44 % do 
material. A celulose foi então recuperada com até 60 % de rendimento após a adição 
de um antissolvente aquoso para induzir a precipitação deste polissacarídeo, ao 
passo que a fração solúvel permaneceu rica em lignina (FORT et al., 2007). Sun et 
al. (2009) demonstraram uma dissolução mais eficiente de partículas de madeira 
com o LI [Emim][OAc]. Estes autores conseguiram dissolver até 98,5 % e 99,5 % de 
pinho e carvalho vermelho, utilizando-se de 0,5 g de massa seca de material em 10 
g de [Emim][OAc] (5 %; g g-1) a 110 ºC em 16 h de reação. Além disso, foi 
observado que a eficiência da solubilização pode ser diretamente relacionada com a 
diminuição do tamanho de partícula. Ainda, neste mesmo estudo, adicionou-se um 
antissolvente composto por acetona e água (1/1; v v-1) para reconstituição dos 
polissacarídeos, o que permitiu a recuperação de um material rico em carboidratos 
com deslignificações de 26,1 % para pinho e 34,9 % para carvalho vermelho. (LI et 
al., 2011) demonstraram o efeito da temperatura na dissolução de bagaço de cana e 
madeira de pinho. Utilizando-se de concentrações de 5 % (g g-1) de bagaço em 
relação a [Emim][OAc] na temperatura de 175 ºC por 10 min, foi obtida uma fração 
sólida com 62,7 % da celulose e apenas 9,0 % de lignina após a adição de 
antissolvente, promovendo uma deslignificação de 60,3 % em relação ao material 
original. 
A cristalinidade da celulose nas frações sólidas recuperadas após a 
dissolução da biomassa é menor que a do material original, efeito que pode ser 
observado a partir de mudanças do seu padrão de difratometria de raios-X (DRX) de 
pó (LEE et al., 2009). Isto pode ser atribuído à mudança de celulose I para celulose 




realizado por Cheng et al. (2011), observou-se a mudança progressiva de celulose I 
para celulose II após a dissolução de diferentes biomassas, em taxas que foram 
maiores para gramíneas, seguidas de folhosas e coníferas. A celulose regenerada 
nas frações sólidas também apresenta altos rendimentos de conversão enzimática. 
No pré-tratamento de palha de trigo (4 %, g g-1) utilizando [Emim][PO4] a 130 ºC por 
30 min, foi obtida uma conversão enzimática de 54,8 % da celulose em glucose, o 
que indica a alta acessibilidade química dessa fração (LI et al., 2011). Por sua vez, o 
pré-tratamento de palha de arroz com amônia e [Emim][OAc] resultou numa 
recuperação de celulose regenerada de 82 % e esta apresentou um rendimento de 
sacarificação de 97 % (NGUYEN et al., 2010). 
Os pré-tratamentos baseados na dissolução de biomassa com LI 
apresentam-se eficientes na recuperação de materiais com maiores teores de 
carboidratos e alta susceptibilidade à bioconversão, porém são necessárias baixas 
consistências para obterem-se solubilizações eficientes, o que os tornam onerosos 
devido ao custo desses reagentes. Dessa maneira, para viabilizar o uso desses 
reagentes em biorrefinarias, além da diminuição do custo inerente à produção 
industrial destes, se faz necessário aumentar a relação mássica entre biomassa e LI 
(BRANDT et al., 2013) e estudar seu reuso (STARK, 2011). Além disso, a presença 
LI residual no material após o pré-tratamento pode ter influência negativa sobre a 
hidrólise enzimática e comprometer a sua conversão em etanol celulósico. Salvador 
et al. (2010) demonstraram um decrésimo de até 50 % na atividade endoglucanásica 
de celulases obtidas de Aspergillus niger quando na presença de soluções aquosas 
do LI imidazólico Bmim[Cl]. Portanto, nos processos utilizando LIs torna-se 
imprescindível a quantificação do LI passível de recuperação e reutilização, bem 
como a constatação de quanto LI permaneceu retido na fração celulósica. 
2.4. PRÉ-TRATAMENTO UTILIZANDO CO2 SUPERCRÍTICO 
Uma substância pode ser definida como fluido supercrítico quando 
submetida a temperatura e pressão superiores ao seu ponto crítico. Desta maneira, 
o dióxido de carbono (CO2) se torna supercrítico quando sob temperatura acima de 
31,1 ºC (temperatura crítica, Tc) e pressão acima de 74 bar (pressão crítica, Pc) (   
e HAN , 2013). Neste caso, as propriedades físico-químicas do CO2 supercrítico 
(scCO2) são intermediárias àquelas das fases gasosa e líquida, o que o torna um 




de um gás e a viscosidade e momento dipolar de um líquido (   e HAN , 2013). 
Outro fato importante é que este solvente possui uma tensão superficial 
negligenciável, o que facilita a sua difusão e permeação de outras substâncias 
através de estruturas microporosas (   e HAN , 2013). Ademais, o scCO2 pode ser 
considerado um solvente verde devido a sua baixa toxicidade e inflamabilidade, 
ampla disponibilidade, baixo custo e um ponto crítico facilmente acessível (CLARK et 
al., 2009). Por estes motivos, do ponto de vista científico e industrial, a gama de 
aplicações do scCO2 é vasta, podendo ser utilizado em processos de extração e 
fracionamento, reações químicas, tingimento e pintura, síntese de polímeros, entre 
outros. Como exemplo de processo de extração, o scCO2 remove componentes de 
baixa massa molar presentes na biomassa, como terpenos, lignanas, estilbenos, 
flavonóides e outros compostos, conservando sua estrutura. Tais compostos, se 
extraídos por outros métodos, podem não ser aproveitados de maneira eficiente 
devido a sua alta labilidade à reações hidrolíticas ou oxidativas (REVERCHON e DE 
MARCO, 2006). 
Da mesma maneira, o uso do scCO2 também apresenta vantagens quando 
utilizado no pré-tratamento de materiais lignocelulósicos, principalmente por não 
produzir compostos tóxicos e inibidores às etapas de hidrólise enzimática e 
fermentação (KUMAR et al., 2009). Ainda, a utilização de cossolventes com scCO2 
em pré-tratamentos combinados pode resultar em diferentes efeitos na composição 
química de materiais lignocelulósicos. Por exemplo, a presença de água no meio 
reacional, seja esta adicionada ou inerente à umidade da biomassa, pode promover 
a hidrólise dos polissacarídeos das hemiceluloses. Neste sentido, a eficácia da 
conversão desses polissacarídeos em oligômeros e monossacarídeos é dependente 
do aumento da temperatura e pressão do sistema, o que favorece a solubilidade do 
scCO2 em água e leva à formação de ácido carbônico que, por sua vez, diminui o pH 
do meio reacional e promove a quebra de ligações do tipo éster e glicosídicas 
presentes nas hemiceluloses (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Este fenômeno é 
comparável com pré-tratamentos baseados na auto-hidrólise da biomassa, pois a 
alta labilidade química de ligações do tipo éster permite a geração in situ de grupos 
acetila e ácidos fenólicos que, por sua vez, catalisam as reações de hidrólise ácida 
das hemiceluloses (HENDRIKS e ZEEMAN, 2009). Ademais, na etapa de 
despressurização, o CO2 pode ser facilmente separado e reciclado devido à 




potencialmente inibitórios da etapa de fermentação, como os derivados de furanos 
produzidos da desidratação de carboidratos (MAGALHÃES DA SILVA et al., 2014). 
Em um estudo realizado por Magalhães da Silva et al. (2014), o rendimento de 
recuperação de pentosanas, principalmente xilooligossacarídeos, foi de até 92 % na 
fração solúvel obtida no pré-tratamento de palha de trigo utilizando scCO2 e água 
como cossolvente, na pressão de 60 bar e temperatura de 210 ºC. Em outro 
trabalho, Morais et al. (2014) observaram um aumento da conversão enzimática da 
celulose em glucose de até 26 %, rendimento este que foi aumentado pela remoção 
parcial das hemiceluloses de palha de trigo utilizando-se do sistema scCO2/H2O.  
Analogamente aos pré-tratamentos utilizando LI e solventes orgânicos, a 
utilização de scCO2 com um cossolvente adequado permite a remoção da lignina 
com alta pureza, o que pode ser interessante do ponto de vista das biorrefinarias 
(PARK et al., 2001). Além disso, sistemas com CO2 em altas pressões e 
cossolventes orgânicos, como etanol e 1-butanol, apresentaram-se eficientes para a 
deslignificação de biomassa. Pasquini et al. (2005a) demonstraram uma 
deslignifcação de 94,5 % do bagaço de cana utilizando 70 bar e 190 ºC por 105 min 
de reação utilizando 1-butanol e água como cossolventes em mistura de 60 % e 40 
% (v v-1), respectivamente. Estes autores também relataram uma deslignificação de 
93,1 % e 88,4 % de Pinus taeda e bagaço de cana, respectivamente, utilizando uma  
mistura 1:1 (v v-1) de etanol e água em sob 16 bar e 190 ºC (PASQUINI et al., 
2005b). 
2.5. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DE LIGNOCELULOSE 
A etapa de hidrólise enzimática da celulose e das hemiceluloses visa a 
obtenção de açúcares passíveis de fermentação. A eficiência deste processo é 
influenciada por fatores inerentes aos substratos como grau de lignificação, 
associação entre lignina e hemiceluloses, cristalinidade e grau de polimerização da 
celulose e área superficial (HIMMEL et al., 2007). Por este motivo, em biorrefinarias, 
uma etapa de pré-tratamento é exigida para se obter materiais lignocelulósicos mais 
susceptíveis à hidrólise. Neste caso, a utilização de biocatalisadores é preferível em 
relação à hidrólise ácida, principalmente por apresentar maior especificidade e exigir 





A hidrólise enzimática da celulose ocorre em meio aquoso e heterogêneo, no 
qual enzimas do complexo celulolítico atuam em sinergia para converter este 
polissacarídeo em glucose (ARANTES e SADDLER, 2010). As principais enzimas 
que compõem esse complexo são as endo-β-(1→4)-glucanases (EnGs), as exo-β-
(1→4)-glucanases (ExGs) ou celobioidrolases (CBH), e as β-(1→4)-glucosidases 
(βG) (HIMMEL et al., 2001) que são produzidas por fungos ou bactérias, como o 
Trichoderma reesei  (MONTENECOURT e EVELEIGH, 1977) e a Butyrivibrio 
fibrisolvens (TEATHER e WOOD, 1982), respectivamente. 
As EnGs e ExGs interagem mais facilmente com a celulose pela existência 
de um Módulo de Ligação a Carboidrato (do inglês, Carbohydrate Binding Module – 
CBM), que é um peptídeo auxiliar ao domínio catalítico (DC) que apresenta resíduos 
de tirosina e triptofano dispostos paralelamente aos resíduos de anidroglucose e, 
portanto, podem realizar com estes ligações de hidrogênio e de Van der Waals, 
tornando mais eficiente o processo de adsorção das enzimas à superfície da 
celulose (NOTENBOOM et al., 2001). 
A ação sinérgica das celulases inicia-se pela atuação das EnGs, que 
possuem DC em forma de fenda, sobre as regiões de menor organização estrutural 
da celulose, onde promovem o rompimento das ligações glicosídicas gerando 
terminais redutores e não-redutores (RABINOVICH et al., 2002). As terminações 
formadas são os sítios de ação das ExGs, que possuem o DC em forma de túnel e 
dependem da penetração da cadeia de celulose através deste para que ocorra a 
ação catalítica, a qual resulta em celobiose como produto majoritário (SILVEIRA et 
al., 2014b). Desta forma, as ExGs atuam de maneira progressiva diminuindo o grau 
de polimerização e solubilizando gradativamente a celulose. Por sua vez, a 
celobiose e outros oligômeros de baixa massa molecular, produzidos pela ação das 
EnGs e ExGs, são passíveis de conversão em glucose pela ação das βG. A atuação 
das celulases sob o substrato celulósico está apresentada na FIGURA 8.   
Além disso, o complexo celulolítico pode ser auxiliado por proteínas não-
hidrolíticas que aumentam a taxa de conversão da celulose, como suoleninas e 
monooxigenases polissacarolíticas (do inglês Lytic Polysacharide Monooxygenases, 
LPMO). Conforme representado na FIGURA 8, as suoleninas promovem a 
desaglomeração das cadeias de glucanas nas regiões cristalinas da celulose, 
causando amorfogênese (CHEN et al., 2010). Desta maneira, diminuem o tamanho 




celulases e aumentar a sua atividade (CHEN et al., 2010). Dentre as 
monooxigenases polissacarolíticas existem as glucosil hidrolases da família 61 
(GH61) (HARRIS et al., 2010), hoje classificadas como Atividades Auxiliares da 
família 9 (AA9), cuja ação também está representada na FIGURA 8. A ação das 
GH61 nas regiões cristalinas e amorfas da celulose promovem a clivagem oxidativa 
da ligação glicosídica, que resulta na geração de um terminal oxidado e uma 
terminação não redutora. Uma proposta do mecanismo de atuação destas enzimas 
foi descrito por Silveira et al. (2014b). Estes autores sugeriram que a oxidação de um 
resíduo de anidroglucose resulta na abertura do anel hemiacetálico pela 
transformação em ácido aldônico e, por este motivo, a cadeia aberta altamente 
solvatada é capaz de alavancar gradualmente a cadeia de celulose, gerando novos 
sítios de ação para as EnG e ExG. 
Além da celulose, os polissacarídeos que compõem a família das 
hemiceluloses também podem ser hidrolisados por hidrolases. Assim, o complexo 
hemicelulolítico apresenta enzimas como endoxilanases, endomananases, α-
arabinofuranosidases, feruloil esterases, acetil esterases, entre outras. As xilanases 
são as enzimas de maior importância no complexo hemicelulolítico, tendo em vista a 
presença de xilanas em praticamente todos os vegetais. Estas enzimas são 
classificadas como hidrolases das famílias 10 e 11 e, assim como as celulases, 
podem apresentar CBM em sua estrutura, que podem adsorver tanto na superfície 
de xilanas como na própria celulose (BIELY et al., 1997). A atuação das xilanases 
consiste na quebra de ligação do tipo β-(1→4) gerando majoritariamente xilobiose e 
outros oligômeros de baixa massa molar (SILVEIRA et al., 2014b). Desta maneira, o 
uso de uma razão específica entre celulases e xilanases, pode ser importante na 
obtenção de maiores rendimentos de hidrólise, principalmente quando consideradas 






FIGURA 8 – REPRESENTAÇÃO PICTÓRICA DA AÇÃO DAS ENZIMAS E PROTEÍNAS AUXILIARES DO COMPLEXO CELULOLÍTICO SOBRE A 
ESTRUTURA ASSOCIATIVA DA CELULOSE.  





3.1. OBJETIVO PRINCIPAL 
Estudar os efeitos do pré-tratamento empregando CO2 supercrítico, etanol e 
líquido iônico sobre a composição química e a suscetibilidade à hidrólise enzimática 
de diferentes materiais lignocelulósicos. 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
A. Extrair os compostos solúveis em etanol 95 % presentes em diferentes 
materiais lignocelulósicos como etapa preliminar para os estudos de pré-
tratamento empregando CO2 supercrítico, etanol e líquido iônico;  
B. Caracterizar os extratos etanólicos derivados de diferentes materiais 
lignocelulósicos por cromatografia bidimensional abrangente em fase gasosa; 
C. Estudar o pré-tratamento de diferentes materiais lignocelulósicos com dióxido 
de carbono supercrítico (scCO2) na presença de etanol e líquido iônico (LI) 
como co-solvente; 
D. Avaliar os efeitos causados pelo pré-tratamento sobre a composição química e 
morfologia dos diferentes materiais lignocelulósicos e estabelecer correlação 
entre estes resultados e as suas respectivas suscetibilidades à hidrólise 
enzimática, empregando o preparado enzimático Cellic CTec3; 
E. Investigar a influência de atividade hemicelulásica suplementar (Cellic HTec3) 





4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. MATERIAIS 
Neste trabalho foram utilizados os seguintes materiais lignocelulósicos: 
palha de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum), capim-elefante (Pennissetum 
purpureum) e serragens de pinus (Pinus taeda) e de eucalipto (Eucalyptus 
urograndis). A palha de cana-de-açúcar foi cedida pela Indústria Sucroalcooleira São 
Martinho (São Paulo), o capim-elefante foi provido pela Prof. Dra. Marli Camassola 
(Universidade de Caxias do Sul, RS) e os cavacos de madeira foram fornecidos pelo 
Prof. Dr. Antônio Higa (Departamento de Engenharia Florestal da UFPR).  
As preparações celulásicas (Cellic CTec3) e hemicelulásicas (Cellic HTec3) 
utilizadas para a hidrólise enzimática dos materiais pré-tratados foram fornecidas 
pela Novozymes Latin America (Araucária, PR, Brasil). O líquido iônico utilizado no 
pré-tratamento foi o acetato de 1-butil-3-metilimidazol (Bmim[OAc]) (Sigma-Aldrich, 
MO, USA). O dióxido de carbono empregado no pré-tratamento apresentava 99,8 % 
de pureza e foi adquirido da White-Martins (Curitiba, PR, Brasil), enquanto que o 
etanol anidro (99 %) e hidratado (95 %) foram fornecidos pela Neon (São Paulo, SP, 
Brasil). Os outros reagentes utilizados no projeto como solventes, reagentes e 
padrões cromatográficos e espectrométricos apresentaram grau de pureza 
compatível ao exigido pelos procedimentos experimentais. 
4.2. EXTRAÍVEIS 
4.2.1. EXTRAÇÃO DE BIOMASSA 
Nesta etapa, uma massa conhecida de biomassa in natura é submetida a 
extrações exaustivas em aparelho Sohxlet com etanol 95 % e, quando necessário, 
água para remoção de componentes de baixa massa molar presentes na parede 
celular (SLUITER et al., 2008b). As extrações com água são necessárias apenas 
para biomassas de gramíneas como a palha de cana e o capim-elefante, devido à 
presença de compostos hidrossolúveis como carboidratos de baixa massa molar 
(sacarose). Por outro lado, extrações apenas com etanol foram feitas para 
biomassas que contêm baixo teores de extraíveis em água como, por exemplo, 
madeiras moles (coníferas) e madeiras duras (folhosas). As extrações foram feitas 




caracterizados e reservados para o pré-tratamento, sendo que o etanol residual foi 
eliminado por evaporação a 35 ºC. O extrato etanólico foi evaporado e pesado, o 
que permitiu determinar o teor mássico de extraíveis em relação à massa seca dos 
materiais lignocelulósicos de origem. 
4.2.2.  CARACTERIZAÇÃO DOS EXTRAÍVEIS POR CROMATOGRAFIA DE FASE 
GASOSA BIDIMENSIONAL ABRANGENTE E ESPECTROMETRIA DE MASSAS 
(CGXCG/TOF-MS) 
Os extraíveis em etanol obtidos no procedimento do item 4.2.1 foram 
caracterizados através da técnica de cromatografia de fase gasosa bidimensional 
abrangente acoplada a um espectrômetro de massas com detecção por tempo de 
vôo (TOF-MS). Estas análises foram realizadas na Central Analítica do Instituto de 
Química da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em parceria com a 
Prof. Dra. Elina Caramão. O equipamento utilizado foi o Pegasus 4D LECO que 
consiste em um cromatógrafo a gás com forno secundário Agilent 6890N (Agilent 
Technologies, Palo Alto, CA, USA), um amostrador automático Combi PAL (CTC 
Analytics, AG, Zwingen, Suíça) e um modulador térmico de dois estágios com quatro 
jatos de nitrogênio (LECO, St Joseph, MI, USA). O cromatógrafo a gás teve seu 
forno principal equipado com uma coluna DB-5 (5 % fenil e 95 % polidimetilsiloxano; 
60 m x 0,18 mm de DI; 0,18 µm) correspondente à primeira dimensão (1D), enquanto 
que forno secundário continha uma coluna DB-17 (50 % fenil e 50 % 
polidimetilsiloxano; 2,05 m x 0,18 mm de DI; 0,25 µm) para a segunda dimensão 
(2D). O preparo das amostras consistiu na diluição de aproximadamente 0,08 g de 
extrato em 1,5 mL de metanol. O volume de injeção foi de 1 µL no modo split com 
razão de 1:30 e temperatura do injetor de 280 ºC. A programação de temperatura do 
forno principal foi de 40 ºC durante os primeiros 0,2 min, seguido de aquecimento 
até 300 ºC a uma taxa de 4 ºC min-1, onde permaneceu por 15 min. A temperatura 
do segundo forno foi mantida em 10 ºC acima da temperatura do forno principal. A 
modulação entre as colunas foi realizada em um período de 8 s, com a temperatura 
do modulador em 35 ºC. Na detecção por TOF-MS, a energia de ionização foi de 70 
eV, a voltagem do detector foi de -1,46 kV e a temperatura da linha de transferência 
e da fonte de íons foram de 290 e 250 ºC, respectivamente. A faixa de massas de 




de 100 Hz. A aquisição e processamento dos dados foi feita através do software 
ChromaTOF v3.32. Também foram calculados, de acordo com a metodologia de van 
den Dool e Kratz (1963), os índices de retenção (IR) dos compostos encontrados. 
Para isso, injetou-se uma mistura padrão de n-alcanos de cadeia de C8 a C30 como 
referências externas nas mesmas condições cromatográficas das amostras de 
extraíveis, cuja análise permitiu a obtenção dos IR dos analitos de interesse por 
meio da EQUAÇÃO 1, 
 
            
        
            
                                                                                 EQUAÇÃO 1 
  
onde n representa o número de carbonos do padrão de alcano com tempo de 
retenção imediatamente menor que o do analito, tRi é o tempo de retenção do analito 
de interesse, tRn o tempo de retenção do padrão de alcano com tempo de retenção 
imediatamente menor que o do analito e tR(n+1) é o tempo de retenção do padrão de 
alcano com tempo de retenção imediatamente maior que o do analito. 
4.3. DETERMINAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DO TEOR DE CINZAS 
A determinação de compostos inorgânicos a partir da biomassa extraída 
com etanol foi feita de acordo com Sluiter et al. (2008a), onde uma massa de 
substrato (~1,0g) foi colocada em um cadinho de porcelana previamente calcinado, o 
qual foi submetido a uma rampa de aquecimento de cerca de 1 h da temperatura 
ambiente até 575 ºC, onde permaneceu por 20 h no total. Neste procedimento, as 
análises foram feitas em triplicata e a quantidade de matéria inorgânica foi 
determinada por gravimetria em relação à massa seca do material de origem. 
4.4. PRÉ-TRATAMENTO DE SUBSTRATOS EM SISTEMA SUPERCRÍTICO 
Nesta seção encontra-se descrito o procedimento empregado para o pré-
tratamento com líquidos iônicos e etanol em CO2 supercrítico (scCO2/LI-EtOH). Esta 
proposta de pré-tratamento, apresentada no diagrama da FIGURA 9, consiste de um 
esquema de biorrefinaria baseado, primariamente, na deslignificação parcial de 
materiais lignocelulósicos e no aumento da suscetibilidade destes à hidrólise 




insumos para a indústria química, como os compostos de baixa massa molar e a 
lignina extraídos antes e após o pré-tratamento, respectivamente. Nesta seção ainda 
estão descritos os materiais e métodos necessários para a caracterização química e 
estrutural dos materiais gerados no pré-tratatamento utilizando scCO2/EtOH-LI. 
 
 
FIGURA 9 – DIAGRAMA DA PRODUÇÃO DE BIOETANOL BASEADO NA UTILIZAÇÃO DE 
ETANOL, LÍQUIDO IÔNICO E CO2 SUPERCRÍTICO NO PRÉ-TRATAMENTO DE BIOMASSA. 
 
Os ensaios de pré-tratamento foram realizados em reator Parr de 50 mL de 
volume interno contendo aproximadamente 2,1 g de biomassa, 2,0 mL (2,1 g) do 
líquido iônico Bmim[OAc] e 20 mL de etanol. O reator foi então pressurizado com 40-
60 mL de CO2 com auxílio de uma bomba de alta pressão do tipo seringa (ISCO, 
NE, USA). Após a injeção, o sistema foi condicionado à temperatura (110-180°C) e 
pressão (250 bar) desejadas, dando-se início ao pré-tratamento que teve duração de 




de etanol. A suspensão foi filtrada em funil de Büchner para recuperação do extrato 
etanólico e o material retido foi seco em estufa a 50 ºC até massa constante. Já a 
fração etanólica teve seu volume medido e foi então armazenada para análises 
futuras. Já o material pré-tratado foi armazenado para ser submetido às análises de 
composição química, microscopia eletrônica e hidrólise enzimática seguindo os 
procedimentos descritos abaixo. 
4.5. ANÁLISE DE ÂNION ACETATO RESIDUAL NOS MATERIAIS PRÉ-
TRATADOS 
A análise de ânions acetato permitiu a quantificação do líquido iônico 
Bmim[OAc] residual nos substratos produzidos pelo pré-tratamento. Esse método 
consiste na premissa de que o LI Bmim[OAc] contém uma quantidade equimolar de 
ânion acetato e do cátion 1-butil-3-metilimidazol; portanto, a massa de LI residual 
pode ser determinada indiretamente pela quantificação deste ânion. O procedimento 
foi conduzido através da lavagem de 0,150 g de substrato pré-tratado com 3 mL de 
água deionizada em um tubo de ensaio, cujo sistema permaneceu sob agitação 
durante 12 h. Posteriormente, 1 mL do sobrenadante foi coletado, tamponado com 
solução Na2PO4/NaHPO4 pH 7,0 e avolumado para um total de 5 mL com água 
deionizada. As amostras preparadas foram então analisadas em um sistema de 
cromatografia de íons Metrohm modelo 882 Compact IC plus, equipado com 
amostrador automático modelo 863 Compact, coluna Metrosep A supp5 (150 x 4,0 
mm; 5,0 µm), pré-coluna Metrosep RP e detecção por célula de condutividade. As 
corridas cromatográficas foram realizadas a 32 °C em sistema de eluição isocrático 
empregando uma solução de carbonato e bicarbonato de sódio (Na2CO3/NaHCO3) 
0,7 mmol L-1 a uma vazão de 1,0 mL min-1. A quantidade de ânion acetato em 
solução foi determinada por calibração externa. Todas as análises foram realizadas 
em triplicata e os substratos lavados com água delas derivados foram secos em 
estufa de 40 ºC e depois analisados em relação a sua composição química. 
4.6. ANÁLISE QUÍMICA DOS MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS 
A composição química dos materiais extraídos com etanol e pré-tratados 
pelo procedimento scCO2/LI-EtOH foi realizada segundo Sluiter et al. (2011), que 




análise de carboidratos por Cromatografia a Líquido de Alta Eficiência (CLAE). O 
método consiste na hidrólise de 0,100 g de material com 1 mL de ácido sulfúrico 
(H2SO4) 72 % por 1 h a 30 ºC. Então, a solução é diluída com 28 mL de água e 
condicionada em autoclave a 121 ºC durante 1 h. O sistema é então filtrado com 
auxílio de cadinhos de Gooch de porosidade média, sendo o hidrolisado avolumado 
para 100 mL e reservado para análises cromatográficas e espectrométricas. A 
massa retida nos cadinhos é seca até massa constante a 105 ºC e o teor de lignina 
insolúvel em ácido é determinado por gravimetria em relação à massa seca do 
material analisado. O filtrado avolumado do procedimento descrito acima é então 
destinado às medidas de lignina solúvel em ácido e de quantificação de carboidratos 
e dos produtos de desidratação deles derivados. A lignina solúvel em ácido é 
determinada por espectrofotometria no UV e quantificada pela Lei de Beer, 
empregando os coeficientes de absortividade e comprimento de onda específico 
sugeridos pelo método de análise. Já os carboidratos presentes nos hidrolisados 
ácidos são quantificados por CLAE empregando um sistema de cromatografia de 
íons Metrohm modelo 850 Professional IC com detecção amperométrica, equipado 
com sistema de bombeamento modelo 818 IC, amostrador automático modelo 863 
Compact e coluna Dionex Carbo Pac 10 (250 x 4,6 mm; 7,0 µm). As análises foram 
realizadas a 32 °C empregando eluição gradiente baseada em solução de hidróxido 
de sódio (NaOH) 0,1 mmol L-1 com 50 min de análise, sendo que os últimos 25 min 
são necessários para o recondicionamento da coluna à análise subsequente. A 
seguinte ordem de eluição é esperada para esta coluna: arabinose, galactose, 
glucose, xilose, manose e celobiose. Em cada caso, foi considerado um fator de 
correção devido à inserção de uma molécula de água durante o processo de 
hidrólise ácida, sendo estes fatores de 0,95 para a celobiose, de 0,90 para a glucose 
e galactose, de 0,88 para xilose e arabinose. Os grupos acetila e os produtos de 
desidratação de carboidratos – hidroximetilfurfural (HMF) e furfural– também foram 
quantificados por CLAE em cromatógrafo Shimadzu LC10AD equipado com coluna 
Aminex HPX-87H. A detecção para grupos acetila foi realizada por índice de 
refração na forma de ácido acético e, para HMF e furfural, o detector empregado foi 
de espectrofotometria no ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm. As 
análises foram realizadas a 65°C e usando H2SO4 5 mmol L
-1 como fase móvel. A 
quantificação dos analitos foi realizada por calibração externa em faixas de 




4.7. DETERMINAÇÃO DO BALANÇO DE MASSA NOS ENSAIOS DE PRÉ-
TRATAMENTO 
Os balanços de massa foram realizados para a determinação da recuperação 
dos componentes na fração sólida dos materiais após o pré-tratamento com 
scCO2/LI-EtOH nas duas temperaturas experimentais, 110 e 180 ºC. Para isso foi 
determinado o rendimento mássico dos pré-tratamentos por gravimetria, usando a 
diferença entre a massa de material extraído com etanol 95 % (MEE) com que o 
reator foi inicialmente alimentado e a massa de substrato produzida após a extração 
do LI residual, cuja presença foi quantificada segundo o item 3.5. Na sequência, 
através dos rendimentos mássicos (RM) e das composições químicas dos MEE e dos 
materiais pré-tratados (vide item 3.6), foram determinadas as recuperações 
mássicas relativas a cada um dos principais componentes das biomassas envolvidas 
neste estudo. 
4.8. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA  
A suscetibilidade dos diferentes materiais pré-tratados com scCO2/LI-EtOH à 
hidrólise enzimática foi determinada através do potencial de sacarificação do 
substrato após 12 h de reação, utilizando 5 % (m m-1, base seca) de sólidos totais e 
0,01 g de Cellic CTec3 (massa líquida) por grama de substrato seco a 50 °C em 
tampão acetato 50 mmol L-1 pH 4,8. Ainda foram realizados experimentos 
complementares nas mesmas condições, porém, com a adição de uma quantidade 
suplementar de 10 % de Cellic HTec3 em relação à massa de Cellic CTec3. A 
quantificação dos monossacarídeos nos hidrolisados foi feita empregando-se o 
sistema de cromatografia de íons descrito no item 4.6. O potencial de sacarificação 
de cada substrato foi obtido pela relação entre a quantidade de carboidratos 
recuperados na hidrólise e a quantidade inicial destes presente nos materiais pré-
tratados. 
4.8.1. DETERMINAÇÃO DE ATIVIDADE CELULÁSICA TOTAL 
A atividade enzimática do preparado enzimático Cellic CTec3 contra papel 
filtro Whatman Nº1 (PFW) foi determinada de acordo com a metodologia proposta 
por Silveira et al. (2014a), baseada na quantificação de açúcares redutores totais 




realizada através do método colorimétrico que emprega o ácido 3,5-dinitrosalicílico 
(DNS) como agente oxidante conforme Miller (1959). Os valores de ARTot foram 
determinados através de uma curva analítica de 0,0 a 2,0 mg de glucose. 
Inicialmente, os tubos de ensaio contendo PFW e 1,0 mL de tampão acetato 
de sódio 50 mmol g-1 (pH 4,8) foram incubados por 10 min para equilíbrio térmico e a 
reação iniciou-se pela adição de 1,0 mL de solução enzimática (nas mesmas 
condições de  concentração e pH utilizada nos ensaios de hidrólise) e foi conduzida 
por 10 min, pois neste intervalo de tempo o comportamento de liberação de ARTot 
mantém-se linear (SILVEIRA et al., 2014a).  
Para a determinação de atividade capaz de liberar açúcar redutor a partir do 
substrato empregado (ARS, do inglês Activity Able to Release Reducing Sugars), foi 















                                                EQUAÇÃO 2 
 
onde Glc representa a quantidade de ARTot liberada em mg de equivalentes de 
glucose,      representa o volume de enzima e t é o tempo de reação. Vale ressaltar 
que a medida de atividade celulásica total, realizada desta forma, fornece valores 
equivalentes ao médoto desenvolvido por Ghose (1987), conforme demonstrado 
anteriormente por Silveira et al. (2014a). 
4.8.2. DETERMINAÇÃO DE DESEMPENHO ENZIMÁTICO NA HIDRÓLISE DOS 
SUBSTRATOS PRÉ-TRATADOS POR scCO2/EtOH-LI 
Visando a comparação do desempenho da hidrólise enzimática (DHE) na 
sacarificação dos substratos antes (amostras MEE) e depois do pré-tratamento por 
scCO2/EtOH-LI, os dados de conversão de glucanas foram relacionados com a 
quantidade de atividade enzimática empregada (ARSTot) por grama de glucana em 
















4.9. DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X  
A difratometria de raios-X (DRX) foi realizada para analisar as propriedades 
cristalográficas da fração celulósica dos MEE e dos materiais gerados no pré-
tratamento. A análise foi realizada utilizando-se um difratômetro modelo XRD-6000 
(Shimadzu, Japão) localizado no Laboratório de Óptica de Raios-X e Instrumentação 
do Departamento de Física da UFPR. O equipamento continha um tubo gerador de 
radiação correspondente à linha Kα (λ = 0,1542 nm) de átomos de cobre operando 
em 40 kV e 30 mA e as intensidades foram medidas no intervalo 5º ≤ 2θ ≤ 60º na 
taxa de 2º de 2θ min-1, com aquisições a cada variação angular de 0,02º. 
A análise dos parâmetros cristalográficos foi feita pela deconvolução dos 
picos da reflexão 200 da celulose utilizando-se o software Origin 7.0. Isto permitiu 
cálculos mais precisos de cristalinidade e cálculos de distância de ligações de 
hidrogênio e de largura dos cristais da reflexão 200, típica da celulose cristalina. O 
índice de cristalinidade (CrI) das amostras foi determinado pelo método empírico 









CrI am                                                                                         EQUAÇÃO 4 
 
onde I200 corresponde à intensidade da região cristalina em 22,5º de 2θ e Iam à 
região amorfa localizada em 18,5º de 2θ. Já a distância entre as ligações de 
hidrogênio (d) para a reflexão 200 da celulose foi estimada utilizando a Lei de Bragg 
(BRAGG, 1913) de acordo com a EQUAÇÃO 5, 
 
 sendn  2                                                                                                    EQUAÇÃO 5 
 
sendo n um íntegro, λ o comprimento de onda da radiação Cu-Kα e θ o ângulo de 
Bragg correspondente à maior intensidade do pico da reflexão 200. Por sua vez, a 












L                                                                                                       EQUAÇÃO 6 
 
onde K é uma constante para celulose I de materiais lignocelulósicos com o valor de 
0,94, λ o comprimento de onda da radiação Cu-Kα, β é a largura à meia altura do 
pico da reflexão 200 e θ o ângulo de Bragg correspondente à maior intensidade do 





5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1. CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS EXTRAÍVEIS 
Os materiais lignocelulósicos selecionados para este estudo foram 
inicialmente extraídos com etanol 95 % para remover compostos de baixa massa 
molar que pudessem eventualmente interferir na interpretação dos resultados dos 
processos de pré-tratamento e hidrólise enzimática, bem como para simular um 
processo de biorrefinarias em que os extraíveis seriam destinados à outras 
aplicações na indústria química, dependendo obviamente de sua composição.  
Os materiais in natura preparados para o pré-tratamento apresentaram 
diferentes rendimentos mássicos em relação às extrações com etanol 95 %. A 
porcentagem de extraíveis em relação à massa seca de material foi, naturalmente, 
maior para as gramíneas (12,11 % para capim-elefante e 4,88 % para a palha de 
cana-de-açúcar) em virtude da grande quantidade de pigmentos e outras 
substâncias presentes no material foliar. Já para as madeiras, os extraíveis em 
etanol 95 % representaram apenas 2,80 % para o pinus e 1,55 % para o eucalipto. 
 
5.1.1. CROMATOGRAFIA DE FASE GASOSA BIDIMENSIONAL (GCxGC/TOF-MS) 
Com o intuito de verificar quais compostos são encontrados nos extratos 
etanólicos, a técnica de cromatografia bidimensional abrangente com espectrometria 
de massas por tempo de vôo (GCXGC/TOF-MS) foi utilizada e os principais 
resultados obtidos encontram-se apresentados nos ANEXOS 1, 2, 3 e 4 deste 
trabalho, na forma de gráficos de cores e de dispersão e tabelas de compostos 
majoritários encontrados nos extratos de palha, capim-elefante, pinus e eucalipto, 
respectivamente. 
Os gráficos de dispersão foram construídos com base nos tempos de 
retenção da primeira (1tR) e segunda dimensão (
2tR) de compostos que apresentam 
áreas significativas no cromatograma (>0,01 %). Estes foram primariamente 
classificados pela função química que apresentam de acordo com os íons 
moleculares apresentados nos espectros de massa obtidos experimentalmente. 
Porém, na elucidação desses compostos, deve ser ressaltado que as classes 




apresentem espectros de massa mais similares com os experimentais e, devido à 
complexidade dos dados obtidos, tal interpretação ainda não foi totalmente 
concluída. Por outro lado, os compostos majoritários presentes nos extratos foram 
devidamente idenficados utilizando-se, além da similaridade (S) entre espectros de 
massa experimentais e teóricos, o cálculo de índice de retenção (IR). Os IR dos 
analitos foram determinados com base em uma série homóloga de hidrocarbonetos 
(C8-C30) que foram eluídos nas mesmas condições analíticas dos extratos de acordo 
com a metodologia de van den Dool e Kratz (1963), que leva em consideração a 
programação de temperatura linear em cromatografia de fase gasosa. Desta 
maneira, a aproximação entre os IR experimentais (IRCALC) e teóricos (IRLIT) dos 
diferentes compostos consiste em uma ferramenta complementar de identificação, 
que corrobora a comparação entre espectros. 
A FIGURA 10 apresenta o diagrama 3D obtido na análise cromatográfica do 
extrato etanólico da palha. O gráfico de dispersão para este extrato, presente no 
ANEXO 1, apresenta 211 compostos que foram classificados de acordo com sua 
função química e representam 91 % da área total do cromatograma. Dentre estes, 
as classes predominantes são fenóis (42 compostos), nitrogenados (35), ácidos 




FIGURA 10 – DIAGRAMA 3D DERIVADO DA ANÁLISE DO EXTRATO ETANÓLICO DA PALHA DE 




O composto majoritário é o 4-vinilfenol, que possui uma área de 29,32 %. 
Este composto apresentou um IRCALC de 1221 para um IRLIT de 1226, conforme El-
Sayed et al. (2005). Porém, não existem evidências para a ocorrência natural do 4-
vinilfenol em plantas, o que permitiu inferir que este é produto de descarboxilação do 
ácido p-cumárico, que está presente em ampla quantidade nas paredes celulares de 
gramíneas como a cana-de-açúcar (DESCHAMPS e RAMOS, 2002; BERNINI et al., 
2007). Com o intuito de investigar a ausência do ácido p-cumárico na composição 
química das amostras analisadas por GCXGC/TOF-MS, injetou-se um padrão deste 
composto nas mesmas condições cromatográficas a que foram submetidos os 
demais extratos. O cromatograma bidimensional apresentado na FIGURA 11 
demonstra que quase a totalidade do ácido p-cumárico sofreu reação de 
descarboxilação para o 4-vinilfenol. Este fato foi atribuído à temperatura utilizada no 
injetor, de 280 °C, que promove a descarboxilação do ácido p-cumárico e 
provavelmente de outros ácidos cinâmicos passíveis de serem encontrados nos 
extratos, como os ácidos ferúlico e vanílico, originando assim o 2-metoxi-4-vinilfenol 




FIGURA 11 – DIAGRAMA 3D DERIVADO DA ANÁLISE DO PADRÃO DE ÁCIDO p-CUMÁRICO POR 
GCXGC/TOF-MS. 
 
Além disso, outros compostos representativos encontrados nesse extrato são 
associados a produtos de degradação térmica de palha de cana-de-açúcar através 




(vanilina) (0,61 %), 2,4-dimetoxi-acetofenona (0,77 %) e 1,6-anidro-α-D-
glucopiranose (levoglucosan) (0,80 %) (CUNHA et al., 2013). No entanto, a 
temperaturara do injetor não pode ser diminuída porque deve garantir-se que toda a 
amostra de extraíveis seja volatilizada antes de entrar na coluna para evitar 
problemas de entupimento no cromatógrafo. Outros compostos representativos 
foram os ácidos carboxílicos, representados principalmente pelos ácidos palmítico 
(C16:0) (7,22 %), esteárico (C18:0) (0,81 %) e oleico (C18:1) (0,83 %). Também foi 
verificada a presença de fitol (1,41 %), que é um álcool diterpenóide acíclico 
derivado do metabolismo da clorofila em plantas. 
O gráfico de dispersão construído para o extrato etanólico de capim-elefante, 
localizado no ANEXO 2, apresenta 167 compostos que representam 69,3 % da área 
total do cromatograma, onde figuram ácidos carboxílicos (40 compostos), cetonas 
(27), nitrogenados (22) e fenóis (15). Já dentre os componentes mais abundantes 
foram identificados o glicerol, ácidos graxos e seus respectivos ésteres. A área do 
glicerol foi quantificada como sendo 18,59 %, cujo alto valor pode ser atribuído ao 
fato deste composto ser característico de material foliar de gramíneas (GERBER et 
al., 1988). Embora as bibliotecas consultadas não apresentem o IRLIT do glicerol, 
este composto pode ser confirmado através da espectrometria de massas, cuja 




FIGURA 12 – DIAGRAMA 3D DERIVADO DA ANÁLISE DO EXTRATO ETANÓLICO DO CAPIM-





Assim como para o extrato da palha, esta amostra também demonstrou 
compostos quimicamente modificados como o próprio 4-vinilfenol (10,52 %) e o 5-
hidroximetil-furfural (1,93 %). Dentre os ácidos graxos presentes nos compostos 
majoritários, encontrou-se ácido palmítico (C16:0) (5,25 %) e seu éster etílico (1,31 
%), ácido linolênico (C18:2) (3,60 %) e seu éster etílico (0,85 %), ácido linolelaidico 
(C18:2) (1,88 %) e ácido oleico (C18:1) (0,83 %). Assim como para o extrato de 
palha de cana, também foi identificada a presença de fitol (1,70 %). A FIGURA 12 
apresenta o diagrama 3D obtido na análise cromatográfica do extrato etanólico do 
capim-elefante. 
A FIGURA 13 apresenta o diagrama 3D obtido na análise cromatográfica do 
extrato etanólico da serragem de pinus. O gráfico de dispersão, apresentado no 
ANEXO 3, possui 274 compostos classificados que representam 98,5 % da área 
total do cromatograma. Este extrato apresentou uma grande diversidade de 
terpenóides (112 compostos), ácidos carboxílicos (34) e ésteres (31). Os terpenos 
são produtos de condensação de dois ou mais moléculas de isopreno (2-
metilbutadieno), resultando em dímeros e oligômeros que possuem uma fórmula 
molecular básica de (C10H16)n (SJÖSTRÖM, 1993). Por sua vez, os terpenóides 
contêm terpenos com funções químicas diversas como, por exemplo, álcool, éster e 
cetona. Dentre estes, os majoritários encontrados no extrato de pinus foram 
triterpenóides como o ácido deidroabiético (9,55 %), o 7,15-Isopimaradien-18-oato 
de etila (3,33 %) e o abietato de metila (2,94 %). Também foi encontrada uma 
variedade de monoterpenos cujos componentes mais abundantes foram o α-
terpineol (3,18 %), a (-)-verbenona (1,47 %), o (-)-pinocarveol (1,24 %) e o borneol 
(1,06 %). Outros compostos presentes em abundância nos extratos foram os 
flavonóides diidrocrisina (4,07 %) e naringenina (2,38 %) e a lignana (-)-
nortrachelogenina (3,05 %). Estes três últimos compostos não possuem IRLIT, 
porém, seus espectros de massa possuem mais de 80 % de similaridade com os 
espectros obtidos experimentalmente.  
O gráfico de dispersão do extrato etanólico da serragem de eucalipto, 
presente no ANEXO 4, apresenta 283 compostos (94,06 % da área do 
cromatograma), dos quais 57 são hidrocarbonetos, 39 são cetonas, 34 são ésteres e 







FIGURA 13 – DIAGRAMA 3D DERIVADO DA ANÁLISE DO EXTRATO ETANÓLICO DA SERRAGEM 
DE Pinus taeda POR GCXGC/TOF-MS. 
 
 
FIGURA 14 – DIAGRAMA 3D DERIVADO DA ANÁLISE DO EXTRATO ETANÓLICO DA SERRAGEM 
DE Eucalyptus urograndis POR GCXGC/TOF-MS. 
 
Dentre os componentes majoritários identificaram-se compostos fenólicos, 
ácidos, ésteres e hidrocarbonetos como componentes majoritários, porém, o 
composto mais abundante foi o glicerol (5,63 %). A FIGURA 14 apresenta o 




então elucidados, figuram hidrocarbonetos de cadeias com mais de 20 átomos de 
carbono, como o n-metiltricosano (0,56 %), o tetracosano (0,57 %), o (E)-2-tricoseno 
(0,87 %), o (Z)-2-heneicoseno (0,51 %) e o (Z)-2-heptacoseno (0,78 %). 
5.2. COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS MATERIAIS IN NATURA 
A quantificação dos extraíveis em etanol 95 % permitiu a obtenção da 
composição química dos materiais in natura, cujos dados estão representados na 
TABELA 1. Os produtos de desidratação de hexoses e pentoses, ausentes no 
material de origem e oriundos do procedimento de hidrólise ácida, não foram 
convertidos a equivalentes de pentoses e hexoses por não se ter certeza da origem 
dos mesmos. No caso do furfural, é possível inferir que este é majoritariamente 
decorrente da desidratação de pentoses de maior labilidade química que estão 
presentes nas hemiceluloses, tais como a arabinose. Já o hidroximetilfurfural (HMF) 
é proveniente da glucose presente na celulose e nas hemiceluloses ou de outras 
hexoses como galactose e manose, também presentes nas hemiceluloses. No 
entanto, é previsível que este componente seja mais facilmente obtido das hexoses 
presentes nas hemiceluloses, em comparação à maior recalcitrância e organização 
molecular da celulose.  
Os resultados de caracterização química demonstraram as diferenças 
existentes entre os principais componentes das diferentes biomassas utilizadas 
neste trabalho. No entanto, deve-se reconhecer que os métodos de análise química 
utilizados neste estudo não conseguem abranger todas as espécies químicas 
eventualmente presentes nos materiais lignocelulósicos, razão pela qual os totais 
obtidos em cada análise não foram necessariamente próximos a 100 %. Por outro 
lado, a TABELA 1 é fruto de uma série de procedimentos analíticos independentes e 
cada um deles carrega consigo um erro experimental que, cumulativamente, justifica 
a variância observada entre os totais obtidos para os materiais envolvidos neste 
trabalho. 
A palha da cana-de-açúcar apresentou um teor de carboidratos de 52,6 %, 
sendo que 31,62 % foram quantificados como glucanas, 15,83 % como xilanas e 
5,17 % como arabinanas, enquanto que a lignina total foi quantificada em 25,47 %. 
Santos et al. (2012) demonstraram que a composição química da palha pode variar 




total. Já Szczerbowski et al. (2014) relataram uma composição química para a palha 
de 32,76 % de glucanas, 20,47 % de xilanas, 2,57 % de arabinanas e 21,28 % de 
lignina total. A diferença da composição química da palha deste trabalho com as 
citadas na literatura pode ser explicada pela heterogeneidade do material, bem 
como pelo critério de amostragem utilizado em cada trabalho e por desvios nos 
rendimentos mássicos oriundos da análise química. Por serem oriundas de uma 
gramínea, as hemiceluloses da palha são basicamente constituídas por 
arabinoxilanas com uma relação de três resíduos de xilose para cada um de 
arabinose. Por outro lado, a quantificação de ácidos urônicos nestas estruturas 
polissacarídicas não foi possível por limitações no método cromatográfico de análise. 
Finalmente, foi também observado um alto teor de cinzas (4,70 %), provavelmente 
devido à alta concentração de sílica no material foliar. 
TABELA 1 – COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS IN NATURA. 
Componentes 
Percentual (%) 
Palha CE* Pinus Eucalipto 
Anidroglucose 31,62±1,17 28,56±1,93 41,20±0,91 39,99±0,51 
Anidroxilose 15,83±0,29 14,46±0,54 8,62±0,62 12,82±0,31 
Anidroarabinose 5,17±0,05 5,53±0,07 5,93±0,07 ALD 
Anidrogalactose ALD ALD 2,04±0,01 ALD 
Anidromanose ALD ALD 9,52±0,44 2,65±0,14 
Grupo acetila 1,45±0,13 1,17±0,01 ALD 2,84±0,02 
Hexoses desidratadas** 1,38±0,09 1,09±0,04 1,00±0,01 1,51±0,01 
Pentoses desidratadas *** 3,10±0,07 2,55±0,19 0,52±0,08 2,24±0,02 
Lignina insolúvel em ácido 24,88±0,30 24,29±0,47 31,19±0,15 30,20±0,02 
Lignina solúvel em ácido 0,59±0,03 0,39±0,02 0,22±0,02 0,44±0,01 
Extraíveis em etanol 95 % 4,88±0,07 12,11±0,11 2,80±0,06 1,55±0,01 
Cinzas 4,70±0,02 8,97±0,04 0,25±0,01 0,34±0,03 
Total 93,6 99,1 103,3 94,6 
* CE = Capim-elefante; ** Quantificado como hidroximetilfurfural (HMF); *** Quantificado como 






Para o capim elefante foi constatado um teor de 48,5 % de carboidratos, 
distribuído entre glucanas (28,56 %) e xilanas (14,46 %), mais 24,68 % de lignina 
total e altos teores de extrativos e cinzas (12,11 e 8,97 %, respectivamente). Yasuda 
et al. (2013), utilizando-se da mesma espécie, relataram a presença de 36,1% de 
glucanas, 21,5 % de xilanas, 18,42 % de lignina, 13,0 % de extrativos e 12,7 % de 
cinzas. As diferenças dos resultados de carboidratos podem ser atribuídas à 
diferenças na amostragem, bem como na idade do material lignocelulósico, tendo 
em vista o maior teor de lignina apresentado no capim elefante deste trabalho. Assim 
como a palha, as hemiceluloses do capim-elefante são constituídas basicamente por 
arabinoxilanas, porém, com ~2,6 unidades de xilose para cada unidade de 
arabinose. Por fim, a grande concentração de compostos inorgânicos, assim como 
no caso da palha, pode ser explicada pela alta presença de sílica em materiais 
foliares. 
A serragem de pinus apresentou o maior teor de polissacarídeos entre as 
biomassas utilizadas nesse trabalho (67,3 %), com as glucanas representando 61,2 
% deste valor. A lignina total foi determinada como 31,41 %, enquanto que os 
extraíveis em etanol 95 % (2,80 %) e compostos inorgânicos (0,25 %) representaram 
pequenas frações desta biomassa, em oposição às gramíneas apresentadas 
anteriormente. Li et al. (2012) determinaram a composição química de material 
lignocelulósico da espécie Pinus radiata, obtendo os seguintes teores: 37,35 % de 
glucanas, 12,2 % de xilanas, 2,4 % de galactanas, 5,1 % de mananas e 29,9 % de 
lignina. As hemiceluloses do pinus têm em sua composição majoritariamente 
galactoglucomananas e, dessa forma, não se pode atribuir a quantidade de glucose 
exclusivamente à fração celulósica dessa biomassa. 
A serragem de eucalipto foi caracterizada como tendo um teor de glucanas 
de 39,99 %. Os demais componentes majoritários foram a lignina (totalizando 30,64 
%), xilanas (12,82 %) e mananas (2,65 %). Deve ser ressaltado que o grupo acetil 
representa 2,84 % da composição química do eucalipto, uma concentração muito 
maior que a observada nas outras biomassas. No estudo de Li et al. (2012), a 
serragem de madeira da espécie E. globulus apresentou 41,7 % de glucanas, 14,3 
% de xilanas, 2,6 % de mananas e 30,2 % de lignina total. Já Yu et al. (2010), 
utilizando biomassa oriunda de E. grandis, obtiveram teores de 44,9 % de glucanas, 




glucomananas e, assim como para o pinus, o teor de glucose não pode ser 
diretamente associado à fração celulósica desse material. 
5.3. PRÉ-TRATAMENTO DOS MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS COM 
scCO2/EtOH-LI 
As composições químicas dos MEE (TABELA 3) foram obtidas a partir dos 
dados da TABELA 1 aplicando-se um fator de correção para cada um dos 
componentes quantificados, que foi calculado com base na quantidade de extraíveis 
em etanol 95 % de cada material. Tal correção foi necessária porque o pré-
tratamento com scCO2/EtOH-LI foi realizados sobre os MEEs e não sobre os 
materiais in natura. Neste processo foram fixadas as variáveis pressão (250 bar), 
tempo de pré-tratamento (2 h) e quantidade de LI em relação à massa seca de 
material (1:1, g g-1), sendo que a temperatura de operação do reator foi variada em 
duas condições: 110 e 180 ºC. Tais condições foram baseadas em estudos de pré-
otimização realizados anteriormente para o bagaço de cana (SILVEIRA, 2014), onde 
buscou-se a obtenção de substratos de acessibilidade à hidrólise enzimática em alto 
rendimento. Os resultados do pré-tratamento para os materiais lignocelulósicos nas 
duas condições experimentais estão apresentados na TABELA 2, na qual todos os 
valores representam as médias das triplicatas realizadas. 
Dentre os dados apresentados na TABELA 2 encontram-se a massa seca de 
MEE com que o reator foi inicialmente alimentado (mseca) e a massa obtida após o 
pré-tratamento e lavagem com etanol (mPT). Visando determinar a quantidade de 
Bmim[OAc] residual na biomassa, os substratos pré-tratados foram submetidos a 
lavagens aquosas para determinação da presença de acetato no sobrenadante (vide 
item 3.5) e a quantificação deste componente foi relacionada com a quantidade de LI 
inicialmente empregada no pré-tratamento. Também foi calculada a quantidade (em 
gramas) de LI que permaneceu adsorvida por grama de substrato produzido. Os 
valores apresentados demonstraram que, para a condição de 110 ºC, de 12,08 a 
9,53 % da quantidade inicial de LI permaneceu adsorvida nos substratos, o que 
representa 0,1185 a 0,0914 g g-1 em relação à massa de substrato produzido. Já 
para a temperatura de 180 ºC, estes valores variaram de 9,50 a 3,16 % (ou 0,1145 a 
0,0387 g g-1 de substrato produzido), quantidades menores que as anteriores 




TABELA 2 – BALANÇO MÁSSICO DO PRÉ-TRATAMENTO DOS DIFERENTES MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS UTILIZANDO scCO2/EtOH-LI. 
Material T (ºC) mseca (g) mPT (g) LIres (%) 
mLIres/mPT (g 
g-1) 
mf (g) Vextrato (mL) RM (%) 
Palha 
110 
2,10 ± 0,01 2,14 ± 0,04 12,10 ± 0,01 0,118 ± 0,002 1,88 ± 0,04 68,0 ± 0,8 91,2 ± 2,01 
CE 2,08 ± 0,01 2,19 ± 0,04 9,53 ± 0,15 0,091 ± 0,003 1,98 ± 0,04 63,0 ± 1,4 95,2 ± 1,52 
Pinus 2,08 ± 0,02 2,21 ± 0,01 9,84 ± 0,23 0,093 ± 0,004 1,99 ± 0,01 68,3 ± 0,9 95,6 ± 0,64 
Eucalipto 2,08 ± 0,03 2,19 ± 0,01 9,91 ± 0,58 0,095 ± 0,001 1,98 ± 0,01 67,3 ± 0,9 94,7 ± 0,54 
Palha 
180 
2,07 ± 0,01 1,84 ± 0,01 8,89 ± 0,30 0,101 ± 0,001 1,68 ± 0,01 65,3 ± 0,5 81,2 ± 1,12 
CE 2,08 ± 0,03 1,74 ± 0,05 9,50 ± 0,03 0,114 ± 0,003 1,58 ± 0,04 56,7 ± 1,2 75,7 ±1,57 
Pinus 2,09 ± 0,01 1,72 ± 0,02 4,08 ± 0,10 0,047 ± 0,001 1,75 ± 0,04 63,0 ± 1,4 83,4 ± 2,05 
Eucalipto 2,10 ± 0,01 1,82 ± 0,04 3,16 ± 0,30 0,034 ± 0,001 1,66 ± 0,02 57,7 ± 1,2 78,9 ± 0,88 
T = temperatura; mseca = massa seca de material extraído com etanol 95 %; mPT = massa do substrato pré-tratado após secagem em estufa de 50 ºC; LIres = 
quantidade relativa de líquido iônico presente no substrato; mLIres/mPT = relação entre a massa de líquido iônico residual e a do substrato obtido no pré-
tratamento; mf = massa final de substrato sem a presença de líquido iônico; Vextrato = volume do extrato etanólico obtido no pré-tratamento; RM= rendimento 





Deve ser ressaltado que a presença de grupos acetila oriundos dos MEE 
nos extratos oriundos do pré-tratamento é muito pequena se comparada à 
quantidade de acetato proveniente dos 2,10 g de LI que foram adicionados ao meio 
de reação, cujo valor seria de aproximadamente 0,64 g. Por exemplo, o MEE de 
eucalipto apresentou a maior quantidade removida de grupos acetila no pré-
tratamento a 180 ºC, que foi de 0,0205 g, e isto representa apenas 3 % da 
quantidade total de grupos acetila oriundos do LI. A presença de LI residual pode 
comprometer a análise química de lignocelulose e influenciar negativamente os 
experimentos de hidrólise enzimática; portanto, os materiais que foram submetidos a 
estas metodologias foram submetidos a uma etapa prévia de lavagem aquosa. 
Tendo como base as quantidades de LI retidas nos substratos, pode-se obter a 
massa real dos substratos derivados do pré-tratamento (mf) e, por fim, o rendimento 
mássico do processo (Rm) expresso em porcentagem. 
A recuperação mássica do pré-tratamento demonstra que o aumento da 
temperatura levou a uma maior degradação dos componentes do substrato. Para os 
experimentos em 110 ºC, o maior rendimento mássico foi o do pinus, de 95,6 %, 
enquanto o menor foi o da palha, com 91,2 %. Já nos experimentos de 180 ºC, o 
maior valor de rendimento também foi do pinus, de 83,4 %, enquanto que o menor 
foi o do capim-elefante, de 75,7 %.  
5.4. COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS SUBSTRATOS PRÉ-TRATADOS POR 
scCO2/EtOH-LI 
Os materiais pré-tratados que foram submetidos à lavagem aquosa para 
retirada do LI remanescente foram analisados para avaliar o efeito do pré-tratamento 
sobre a composição química da biomassa. A TABELA 3 apresenta os resultados 
para os componentes majoritários presentes nos substratos produzidos, em 
comparação com os obtidos para os materiais de origem. Os menores rendimentos 
na determinação da composição química para os materiais pré-tratados na 
temperatura de 180 ºC demonstram a presença de componentes que não foram 
quantificados nos substratos pré-tratados, principalmente cinzas. Contudo, os 
principais componentes foram devidamente quantificados e estes, juntamente aos 
seus respectivos rendimentos mássicos (RM) de pré-tratamento, foram utilizados 




TABELA 3 – COMPOSIÇÃO QUÍMICA PERCENTUAL (%) DOS MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS EXTRAÍDOS COM ETANOL 95 % E PRÉ-TRATADOS 
POR scCO2/EtOH-LI. 





MEE 33,24±1,17 16,65±0,43 5,43±0,05 ALD ALD 1,52±0,16 26,15±0,30 0,62±0,03 
110 ºC 35,12±0,84 15,00±0,44 6,36±0,26 ALD ALD 1,42±0,08 22,66±0,76 0,46±0,01 
180 ºC 33,94±0,24 14,77±0,64 3,92±0,10 ALD ALD 1,12±0,10 18,87±0,33 0,47±0,10 
CE 
MEE 32,50±1,93 16,45±0,54 6,29±0,07 ALD ALD 1,34±0,01 27,64±0,47 0,45±0,02 
110 ºC 33,89±1,03 16,23±0,41 6,08±0,01 ALD ALD 0,88±0,17 25,24±1,08 0,52±0,03 
180 ºC 33,24±1,07 13,54±0,42 3,68±0,14 ALD ALD 0,66±0,08 19,72±0,24 0,40±0,01 
Pinus 
MEE 42,38±1,43 8,87±0,92 6,10±0,37 9,79±0,74 2,10±0,01 ALD 32,09±0,15 0,44±0,02 
110 ºC 41,33±0,52 9,11±0,19 5,54±0,55 9,13±0,59 2,02±0,03 ALD 31,29±0,11 0,44±0,01 
180 ºC 35,02±0,41 6,60±0,14 2,80±0,04 6,51±0,16 1,42±0,07 ALD 28,34±1,33 0,24±0,01 
Eucalipto 
MEE 40,62±0,51 13,02±0,31 ALD 2,70±0,14 ALD 2,89±0,02 30,68±0,02 0,23±0,01 
110 ºC 41,97±0,12 11,49±0,15 ALD 2,64±0,11 ALD 2,74±0,17 29,01±0,23 0,49±0,02 
180 ºC 44,83±0,97 10,53±0,14 ALD 1,74±0,05 ALD 2,24±0,09 25,89±0,53 0,44±0,01 
CE = capim-elefante; MEE = material extraído com etanol 95 %; nd = componente não detectado; AnGlc = anidroglucose; AnXyl = anidroxilose; AnAra = 
anidroarabinose; AnMan = anidromanose; AnGal = anidrogalactose; Grupos acetila = componente das hemiceluloses, medido como ácido acético nos 




TABELA 4 – RECUPERAÇÃO MÁSSICA RELATIVA DOS COMPONENTES MAJORITÁRIOS DOS MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS APÓS O PRÉ-
TRATAMENTO COM scCO2/EtOH-LI. 
Material AnGlc (%) AnXyl (%) AnAra (%) AnMan (%) AnGal (%) 
Grupos 
acetila (%) 
LT (%) RM (%) 
Palha 
110 ºC 95,0 81,0 105,3 - - 83,9 77,6 89,9 
180 ºC 83,0 72,1 58,6 - - 59,9 58,7 81,2 
CE 
110 ºC 99,2 93,9 91,9 - - 62,6 87,3 95,2 
180 ºC 77,3 62,1 44,7 - - 37,3 54,1 75,7 
Pinus 
110 ºC 93,2 98,2 86,9 89,2 93,4 - 93,4 95,6 
180 ºC 68,9 62,1 38,3 55,5 56,4 - 73,4 83,4 
Eucalipto 
110 ºC 97,8 87,1 - 92,7 - 89,8 90,4 94,7 
180 ºC 87,1 63,8 - 50,9 - 61,2 67,2 78,9 
AnGlc = anidroglucose; AnXyl= anidroxilose; AnAra = anidroarabinose; AnMan = anidromanose; AnGal = anidrogalactose; LT = lignina total, obtido da soma 
de lignina insolúvel em ácido e lignina solúvel em ácido; Grupos acetila = componente das hemiceluloses, medido como ácido acético nos hidrolisados 




Para a palha de cana, o pré-tratamento na temperatura de 110 ºC teve como 
principais efeitos a deslignificação de 22,4 % do material e a conservação de 95,0 % 
da glucose. A xilose teve uma recuperação mássica de 81,0 %, enquanto que, para 
os componentes minoritários arabinose e ácido acético, as recuperações foram de 
105,3 e 83,9 %, respectivamente. Para as demais biomassas, efeitos similares foram 
observados na mesma condição de pré-tratamento, porém, com menores taxas de 
deslignificação: 12,7 % para o capim-elefante, 6,6 % para o pinus e 9,6 % para o 
eucalipto. A recuperação de glucose foi de 99,2 % para o capim-elefante, enquanto 
que, para o pinus e o eucalipto, esta recuperação deste componente foi de 93,2 e 
97,8 %, respectivamente. A menor recuperação de glucanas para o material oriundo 
de pinus fato pode ser explicado pela alta presença de glucose nas hemiceluloses e 
estas terem sido parcialmente removidas no pré-tratamento devido a maior 
acessibilidade química desta fração em relação à celulose. Para os demais 
carboidratos, os rendimentos foram similares e estão aparentemente associados à 
deslignificação do material. Por exemplo, o pinus apresentou a menor 
deslignificação e o substrato produzido foi o que apresentou maior recuperação 
mássica dos carboidratos das hemiceluloses. Desta maneira, pode se inferir que a 
remoção de lignina implica diretamente na remoção de polissacarídeos sob a forma 
de complexos lignina-carboidrato (CLC), devido à alta associação destes 
componentes na parede celular pela formação de diversos tipos de ligações 
covalentes (IIYAMA et al., 1994). 
Na temperatura de 180 ºC, o efeito primário de deslignificação é ainda mais 
visível para todos os materiais produzidos. Para a palha de cana, a remoção de 
lignina foi de 41,3 %, porém, em contrapartida, houve perda de 17,0 % de glucanas 
e 27,9 % de xilanas, o que pode ser indicativo de que a alta remoção de lignina 
deste material levou a uma extração ainda maior das hemiceluloses, afetando a 
celulose possivelmente pelo aumento de sua acessibilidade química. As 
deslignificações para os outros materiais foram bastante aumentadas com o 
aumento da temperatura do pré-tratamento: 45,9 % para o capim-elefante, 26,6 % 
para o pinus e 32,8 % para o eucalipto. Assim, a eficiência da deslignificação pode 
ser associada ao tipo de material utilizado no pré-tratamento, sendo que gramíneas 
teriam sido mais suscetíveis do que folhosas, que foram seguidas pelo baixo 
desempenho das coníferas. Os materiais obtidos de pinus foram os que menos 




paredes espessas (traqueídeos) e ausência de vasos que dificultam o acesso e a 
difusão de agentes químicos em sua estrutura. Em contrapartida, os materiais 
obtidos da palha de cana e do capim-elefante (gramíneas) apresentaram altos 
valores de deslignificação, pois suas células vegetais são majoritariamente 
parênquimas de parede celular tênue e, desta maneira, provavelmente mais 
acessíveis à reatividade do processo. Por sua vez, as recuperações de glucanas 
foram também diminuídas devido ao aumento da temperatura, possivelmente 
também pela maior exposição da fração celulósica pelo efeito direto da 
deslignificação, apresentando uma diminuição de 22,7 % para o capim-elefante, 31,1 
% para pinus e apenas 12,9 % para o eucalipto. Para os demais monossacarídeos e 
grupos acetila presentes nas hemiceluloses, houve grande diminuição em seus 
respectivos percentuais de recuperação. 
Para melhor compreensão dos dados relacionados à deslignificação dos 
materiais e, por consequência, da remoção de polissacarídeos durante o pré-
tratamento, os teores de carboidratos e de grupos acetila, expressos em 
porcentagem na TABELA 3, foram convertidos para quantidade em mol presente em 
100 g de MEE ou de substrato pré-tratado e os resultados estão apresentados na 
TABELA 5. Para tanto, as massas molares utilizadas foram de 180,16 g mol-1 para a 
anidroglucose e seus epímeros, anidromanose e anidrogalactose, 150,13 g mol-1 
para anidroxilose e anidroarabinose e 59,05 g mol-1 para grupo acetila. 
Baseado nos dados da TABELA 5, as razões molares entre anidroglucose, 
anidroxilose, anidroarabinose e grupos acetila (AnGlc:AnXyl:AnAra:GA) foram 
calculados para os materiais produzidos a partir de capim-elefante. Neste caso, o 
MEE apresentou uma razão molar de 1,00:0,61:0,23:0,13, enquanto que para o 
material oriundo do seu pré-tratamento a 110 ºC, essa relação foi de 
1,00:0,57:0,22:0,08, o que revelou pouca mudança na quantidade relativa de xilose 
e arabinose frente à quantidade de anidroglucose. Já para o material pré-tratado a 
180 ºC, em que o conteúdo de lignina foi drasticamente diminuído, a razão molar foi 
de 1,00:0,49:0,13:0,06 e a quantidade relativa de resíduos de xilose e arabinose 
também foi diminuída de maneira acentuada, porém, a queda dos valores ocorreu 
de maneira proporcional. Portanto, como o processo não apresentou seletividade na 
remoção de um tipo de carboidrato em específico, conclui-se que a deslignificação 
implica diretamente na remoção de hemiceluloses por extração de complexos 




relativamente maiores em sua proporção, possivelmente devido à labilidade da 
ligação éster com que estão ligados aos resíduos de xilose. Para os materiais 
oriundos da palha, que também se trata de gramínea e possui hemiceluloses 
semelhantes, foram observadas as mesmas tendências para os resíduos de xilose e 
arabinose, que também implicam no fato da diminuição dos teores desses 
componentes estarem vinculadas à remoção de CLC durante a deslignificação do 
material de origem. 
TABELA 5 – TEOR MOLAR DE CARBOIDRATOS E GRUPOS ACETILA POR 100 g DOS 
MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS SUBMETIDOS AO PRÉ-TRATAMENTO. 




MEE 0,185 0,111 0,036 - - 0,026 
110 ºC 0,195 0,100 0,042 - - 0,024 
180 ºC 0,189 0,098 0,026 - - 0,019 
CE 
MEE 0,181 0,110 0,042 - - 0,023 
110 ºC 0,188 0,108 0,041 - - 0,015 
180 ºC 0,185 0,090 0,025 - - 0,011 
Pinus 
MEE 0,235 0,059 0,041 0,054 0,012 - 
110 ºC 0,230 0,061 0,037 0,051 0,011 - 
180 ºC 0,195 0,044 0,019 0,036 0,008 - 
Eucalipto 
MEE 0,226 0,087 - 0,015 - 0,049 
110 ºC 0,233 0,077 - 0,015 - 0,046 
180 ºC 0,249 0,070 - 0,010 - 0,038 
CE = capim-elefante; MEE = material extraído com etanol 95 %; AnGlc = anidroglucose; AnXyl = 
anidroxilose; AnAra = anidroarabinose; AnMan = anidromanose; AnGal = anidrogalactose; Grupos 
acetila = componente das hemiceluloses, medido como ácido acético nos hidrolisados ácidos. 
 
Para os materiais oriundos de biomassas de madeira, o pré-tratamento 
demonstrou o mesmo mecanismo de ação. No caso de materiais oriundos de 
eucalipto, a razão molar calculada para anidroglucose, anidroxilose, anidromanose e 
grupo acetil (AnGlc:AnXyl:AnMan:GA) foi de 1,00:0,38:0,07:0,22 para o MEE, 
enquanto que, para os materiais pré-tratados a 110 e 180 ºC, essa razão foi de 
1,00:0,33:0,06:0,20 e 1,00:0,28:0,04:0,15, respectivamente. Neste caso, embora as 




proporções molares dos carboidratos permaneceram pouco alteradas. Como 
observado anteriormente para as gramíneas, as razões molares dos materiais 
oriundos de pinus seguiram as mesmas tendências observadas para o eucalipto, 
porém, neste caso, CLC envolvendo galactoglucomananas foram removidos durante 
a deslignificação. 
5.5. HIDRÓLISE ENZIMÁTICA  
A hidrólise enzimática dos materiais lignocelulósicos foi realizada com o 
intuito de determinar o potencial de sacarificação dos diferentes substratos na 
presença do preparado enzimático Cellic CTec3. Neste caso, a quantidade de 
CTec3 utilizada em todos os experimentos foi de 2,26 ARSTot g
-1 de substrato total, 
considerando-se a consistência de 5 % de sólidos totais. Além disso, os ensaios de 
hidrólise enzimática também foram realizados na presença de uma quantidade 
suplementar do preparado enzimático Cellic HTec3 (10 % em relação à Cellic 
CTec3), para verificar a influência de sua atividade hemicelulásica sobre a 
conversão dos polissacarídeos presentes nos substratos produzidos. Para uma 
melhor compreensão do efeito das diferentes condições de pré-tratamento sobre a 
hidrólise enzimática dos polissacarídeos presentes nos materiais lignocelulósicos em 
estudo, também foram realizados experimentos controle nas mesmas condições 
reacionais para os preparados intitulados MEE.  
A TABELA 6 apresenta os valores de conversão enzimática dos substratos 
em relação aos principais monossacarídeos produzidos, glucose, xilose e arabinose. 
A partir dos valores obtidos conclui-se que o pré-tratamento gerou materiais mais 
suscetíveis à hidrólise enzimática, principalmente quando expostos à temperatura de 
180 ºC. Por outro lado, os substratos obtidos a partir das gramíneas palha de cana e 
capim-elefante foram os mais facilmente convertidos a açúcares livres, seguidos do 
eucalipto e do pinus. 
A presença da Cellic HTec3 promoveu aumentos consideráveis na 
conversão dos substratos celulósicos a monossacarídeos, principalmente para os 
pré-tratados na temperatura de 180 ºC. No caso da palha de cana pré-tratada a 180 
ºC, aumentos no rendimento de hidrólise de 18,36 % para glucose, 12,53 % para 
xilose e 4,59 % para arabinose foram observados quando na presença de Cellic 




TABELA 6 – CONVERSÕES ENZIMÁTICAS OBTIDAS PARA OS DIFERENTES MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS EMPREGANDO Cellic CTec3 NA 





















           CE = capim-elefante; MEE = Material extraído com etanol; Glc = glucose; Xyl = xilose; Ara = arabinose. 
; 
Material 
Cellic CTec3  Cellic CTec3 + 10 % Cellic HTec3 
Glc Xyl Ara  Glc Xyl Ara 
Palha 
MEE 10,41 ± 2,61 3,54 ± 1,18 1,17 ± 0,02  9,07 ± 3,24 3,65 ± 1,18 1,10 ± 0,23 
110 ºC 13,88 ± 1,29 5,83 ± 0,55 1,56 ± 0,09  15,06 ± 1,05 6,78 ± 0,37 1,70 ± 0,08 
180 ºC 35,20 ± 0,67 60,85 ± 0,45 15,49 ± 0,25  41,65 ± 1,10 68,48 ± 4,85 16,20 ± 0,63 
CE 
MEE 17,21 ± 2,81 5,20 ± 0,91 1,49 ± 0,28  22,58 ± 0,44 7,46 ± 0,20 2,37 ± 0,51 
110 ºC 25,67 ± 0,96 15,87 ± 1,34 7,19 ± 0,36  29,45 ± 3,17 17,32 ± 3,31 7,65 ± 1,25 
180 ºC 35,62 ± 1,14 53,83 ± 2,39 15,94 ± 0,50  43,38 ± 0,04 67,33 ± 0,15 19,80 ± 0,37 
Pinus 
MEE 2,85 ± 0,23 2,37 ± 0,68 ALD  3,35 ± 0,27 2,72 ± 0,20 ALD 
110 ºC 4,39 ± 0,23 3,21 ± 0,27 ALD  5,12 ± 1,29 3,95 ± 0,99 ALD 
180 ºC 6,41 ± 2,29 9,58 ± 3,36 ALD  7,53 ± 0,21 11,33 ± 0,47 ALD 
Eucalipto 
MEE 2,23 ± 0,14 1,24 ± 0,06 ALD  2,21 ± 0,37 1,23 ± 0,23 ALD 
110 ºC 2,84 ± 0,06 2,75 ± 0,07 ALD  2,92 ± 0,04 2,87 ± 0,06 ALD 




Por sua vez, os substratos obtidos de serragem de pinus a 180 ºC também 
apresentaram aumentos de rendimento de hidrólise na presença de HTec3 e estes 
foram da ordem de 17,48 % para glucose e 18,27 % para xilose. Por fim, estes 
mesmos efeitos para os substratos derivados de eucalipto foram de 22,24 % para 
glucose e 9,50 % para xilose. Estes dados permitem inferir que a presença da 
atividade hemicelulásica é importante para a hidrólise enzimática dos substratos 
produzidos pelo pré-tratamento com scCO2/EtOH-LI, pois este conserva a maioria 
dos carboidratos presentes na celulose e nas hemiceluloses.  
A presença de Cellic HTec3 nos experimentos de hidrólise também levaram 
a um maior rendimento de glucanas, provavelmente oriundos em sua maioria da 
fração celulósica, o que indica que a atuação das hemicelulases nos substratos 
ocorreu em sinergia com as celulases. Além disto, ainda deve ser ressaltado que, 
em todos os hidrolisados produzidos, os carboidratos galactose e manose ficaram 
abaixo do limite de detecção do método de quantificação e, desta maneira, não 
puderam ser considerados. Por outro lado, a arabinose também ficou abaixo do 
limite de detecção nos hidrolisados de pinus e eucalipto e, portanto, não foi 
considerada nos cálculos de rendimento. 
O desempenho da preparação Cellic CTec3 nos ensaios de hidrólise 
também foi expresso por grama de celulose presente no substrato e por unidade de 
atividade celulásica total utilizada no ensaio [DHE, % (UI g-1)-1] (FIGURA 15). Esta 
medida foi particularmente importante porque os substratos pré-tratados 
apresentavam diferenças no teor de glucanas (celulose) em suas respectivas 
composições químicas. 
Com base nestes dados, pode-se confirmar que o pré-tratamento aumentou 
a conversão dos materiais lignocelulósicos em glucose e de que as gramíneas foram 
realmente mais suscetíveis à bioconversão. Os valores de DHE para as biomassas 
de palha de cana e de capim elefante extraídas com etanol (amostras MEE) foram 
de 1,91 e 3,55 % (UI g-1)-1, respectivamente. No entanto, apesar da grande diferença 
nos valores de DHE para estas frações, ambos os substratos pré-tratados a 180 °C 
apresentaram valores similares da ordem de 7,43 e 7,20 % (UI g-1)-1. No caso dos 
materiais derivados das serragens de pinus e de eucalipto, o desempenho do 
preparado enzimático foi também superior após o pré-tratamento, apresentando 
valores de 1,37 e 3,56 % (UI g-1)-1 para os substratos pré-tratados a 180 °C, 




grandeza anteriormente observada para gramíneas. De qualquer forma, estes dados 
demonstram que os pré-tratamentos scCO2/EtOH-LI a 110 e 180 °C apresentaram 
grande influência sobre o desempenho de hidrólise enzimática, apresentando 
aumentos nos rendimentos de hidrólise de glucanas na ordem de 1,3 e 3,4 vezes 
para a palha de cana, 1,5 e 2,1 vezes para o capim elefante, 1,5 e 2,2 vezes para o 
pinus e 1,3 e 5,9 vezes para o eucalipto, respectivamente. Além disso, o pré-
tratamento scCO2/EtOH-LI aumentou os rendimentos de hidrólise de xilanas em 
valores ainda maiores do que os obtidos para a hidrólise de glucanas. Neste sentido, 
o aumento dos DHEs relativos à xilana foram de 1,6 e 17,2 vezes para a palha, 3,1 e 
10,4 vezes para o capim elefante, 1,4 e 4,0 vezes para o pinus e 2,2 e 36,5 vezes 




FIGURA 15 – DESEMPENHO DA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA FRENTE AOS DIFERENTES TEORES 
DE GLUCANAS PRESENTES NOS MATERIAIS LIGNOCELULÓSICOS. 
 
Há muito pouco dado disponível na literatura sobre a hidrólise enzimática de 























realizada com substratos produzidos em nossos laboratórios por explosão a vapor 
de cavacos de eucalipto a 180 ºC por 10 min cujo DHE em reação de hidrólise a 4 % 
de sólidos totais foi de 4,91 % (UI g-1)-1 utilizando uma carga enzimática total pelo 
menos 3,3 vezes maior do que a utilizada neste trabalho. Assim, embora o DHE 
para a serragem de eucalipto pré-tratada a 180 °C por scCO2/EtOH-LI [3,56 % (UI g
-
1)-1] tenha sido inferior ao DHE do substrato explodido a vapor, os valores calculados 
para os materiais derivados de palha de cana e capim elefante foram muito maiores, 
o que permite concluir que estes substratos apresentam acessibilidade 
provavelmente superior a alguns dos melhores substratos pré-tratados a vapor 
produzidos em nossos laboratórios. Além disso, diferentemente da explosão a vapor, 
que é baseada na remoção das hemiceluloses por hidrólise ácida, o pré-tratamento 
por scCO2/EtOH-LI preservou 63,8 % de xilanas e 45 % destas foram convertidas 
em xilose após a hidrólise enzimática com Cellic CTec3. Tais resultados poderão 
representar ganhos interessantes em processos simultâneos de sacarificação e 
cofermentação de pentoses e hexoses. 
5.6. DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X (DRX) 
No arranjo macromolecular da celulose, os grupos hidroxila dos resíduos de 
anidroglucose formam uma rede de ligações de hidrogênio entre si e com o par de 
elétrons não ligante do oxigênio do anel, originando estruturas cristalinas ordenadas 
e de grande estabilidade (POPESCU et al., 2010). Por outro lado, as hemiceluloses, 
particularmente as mais ramificadas e substituintes em sua cadeia principal, se 
organizam em estruturas mais randomizadas, enquanto que a lignina tem um 
comportamento tipicamente amorfo (JOHN e THOMAS, 2008). Assim, a técnica de 
DRX é capaz de revelar nuances desta estrutura cristalina, embora de maneira 
muito mais difusa do que a observada para materiais inorgânicos de alta 
cristalinidade. 
Na análise dos difratogramas de amostras lignocelulósicas, o pico de maior 
intensidade é atribuído à reflexão 200 da celulose cristalina e ocorre em torno de 
22,5° de 2θ quando a fonte de radiação é a linha Kα de átomos de cobre. Este pico é 
um sinal importante para definir o grau de cristalinidade do material e também pode 
ser utilizado para calcular a distância existente entre as lamelas ou folhas paralelas 




ligações de hidrogênio mencionada acima. Além deste pico, para amostras de 
materiais puramente celulósicos, é possível identificar uma composição de picos em 
valores inferiores de 2θ, sendo um devido à celulose Iβ (16,7 e 14,9° de 2θ) e outro à 
celulose Iα (16,8 e 14,3° de 2θ) (WADA et al., 2003). Baseado nestes sinais, é 
possível caracterizar a presença de celulose I, também designada como celulose 
nativa, cujo perfil difratométrico é muito diferente da celulose II ou celulose 
mercerizada (KUMAR et al., 2010). Por fim, a celulose I ainda apresenta um pico de 
menor intensidade em aproximadamente 34,5° de 2θ, que é referente a um quarto 
do comprimento de uma unidade de celobiose oriunda da ordenação ao longo do 
direcionamento das fibras (PENTTILÄ et al., 2010).  
As FIGURAS 16 e 17 apresentam os perfis de DRX dos materiais 
lignocelulósicos utilizados neste estudo, antes (amostras MEE) e após o pré-
tratamento pré-tratados pelo processo scCO2/EtOH-LI em diferentes temperaturas. 
De um modo geral, todos os difratogramas são característicos da celulose I de 
vegetais superiores, demonstrando que o pré-tratamento não causou uma alteração 
significativa na organização estrutural das cadeias de celulose presentes no 
substrato. No entanto, sabe-se que a dissolução de celulose em [Emim][OAc] resulta 
na transição parcial da celulose I para a celulose II, obtida após regeneração desta 
pela adição de água à solução (CHENG et al., 2011). Como o pré-tratamento por 
scCO2/EtOH-LI não promoveu tal modificação nas condições empregadas neste 
estudo, conclui-se que o seu modo de ação difere daqueles processos em que LIs 
como o [Emim][OAc] são utilizados como agentes de dissolução de polissacarídeos 
em geral. De fato, a presença de etanol no processo scCO2/EtOH-LI e o uso de 
baixas concentrações de [Bmim][OAc] impedem mudanças mais significativas sobre 
a estrutura cristalina da celulose. Primeiro, o excesso de etanol não permite que a 
celulose seja solubilizada como observado em meio aquoso. Por outro lado, a 
quantidade de LI presente no pré-tratamento é muito inferior à necessária para 
solubilizar a celulose, que acaba por permanecer em seu estado de agregação 
original. Assim, o etanol e o LI atuam como cossolventes cuja penetração na 
estrutura da parede celular é facilitada pela injeção de CO2 supercrítico e a função 
do LI, como demonstrado anteriormente por Silveira (2014), é a de desestabilizar a 
rede de ligações de hidrogênio que mantém o agregado coeso, facilitando assim a 




A presença de outros polímeros menos cristalinos que a celulose na 
composição dos substratos celulósicos analisados não permitiu a observação da 
composição de picos que caracteriza a presença de celuloses Iα e Iβ, cujos picos se 
apresentaram apenas como um sinal combinado nesta região (FIGURAS 16 e 17). 
Por outro lado, o sinal de maior intensidade, por volta de 22,5° de 2θ, foi bem 
pronunciado em todas as amostras e, com base nos seus dados, foram calculados 
os valores de CrI, distância interfibrilar (d) e largura do cristal (L) para os substratos 
em análise, cujos resultados estão apresentados na TABELA 7. Assim, pode-se 
concluir que os valores de (d) não sofreram modificações estatisticamente 
significativas pelo pré-tratamento por scCO2/EtOH-LI, uma vez que os valores de 
variância percentual entre os dados é da ordem de 3,46x10-5, 3,97x10-4, 2,53x10-4 e 
1,21x10-4 % para os materiais derivados da palha, capim elefante, pinus e eucalipto, 
respectivamente. Por outro lado, os valores inerentes à largura aparente dos cristais 
de celulose (L) apresentaram aumentos significativos devido ao pré-tratamento. 
TABELA 7 - PARÂMETROS CRISTALOGRÁFICOS CALCULADOS A PARTIR DOS 
DIFRATOGRAMAS DE DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X. 
 
 
CrI = Índice de cristalinidade calculado por Segal et al. (1959).   
Material 
(200) 
d (nm) L (nm) CrI* (%) 
Palha 
MEE 0,407 2,89 41,2 
110°C 0,406 3,02 43,3 
180°C 0,406 3,13 47,8 
CE 
MEE 0,407 2,84 44,0 
110°C 0,407 2,84 45,6 
180°C 0,405 2,98 54,4 
Pinus 
MEE 0,397 3,02 52,2 
110°C 0,398 3,17 55,0 
180°C 0,399 3,55 61,9 
Eucalipto 
MEE 0,401 2,93 56,2 
110°C 0,400 2,94 58,3 



































2   
FIGURA 16 – DIFRATOGRAMAS DE RAIOS-X DOS MATERIAIS DERIVADOS DA PALHA DE 
CANA-DE-AÇÚCAR E CAPIM ELEFANTE: MEE (PRETO), PRÉ-TRATADOS EM 110 ºC 








































FIGURA 17 – DIFRATOGRAMAS DOS MATERIAIS DERIVADOS DE SERRAGEM DE PINUS E DE 







De acordo com os valores da TABELA 7, os aumentos nos valores de L para 
os materiais pré-tratados a 180 ºC foram de 8,26, 17,07, 11,78 e 4,97 % para a 
palha, capim-elefante, pinus e eucalipto, respectivamente. Conforme Kim et al. 
(2010), o aumento de L está associado ao aumento de CrI devido à diminuição da 
quantidade de regiões amorfas na superfície dos cristais de celulose. Neste caso, as 
modificações causadas pelo pré-tratamento nos valores de CrI dos respectivos 
substratos são notáveis, apresentando um aumento particularmente quando 
realizado na temperatura de 180 ºC (TABELA 7). 
Considerando que não ocorreram modificações significativas nos valores de 
distância interfibrilar na estrutura supramolecular da celulose, as diferenças nos 
valores de CrI não podem ser atribuídas apenas à diminuição da proporção de 
celulose amorfa na superfície dos cristais (variação dos valores de L), mas também 
à remoção de componentes amorfos da estrutura dos substratos (hemiceluloses e 
lignina).  
A FIGURA 18 apresenta as correlações entre os valores CrI com os teores 
de lignina dos substratos, bem como com os valores de conversão obtidos na 
ausência e na presença de Cellic HTec3. Para as biomassas oriundas de madeiras 
(serragem de pinus e eucalipto), o pré-tratamento por scCO2/EtOH-LI não resultou 
em grandes taxas de deslignificação, porém, as pequenas mudanças no teor de 
lignina total de tais substratos resultaram em grandes mudanças nos valores de CrI 
(FIGURA 18A), sendo a serragem de eucalipto que apresentou maior inclinação na 
relação CrI x lignina total (-0,3914). Um comportamento semelhante também foi 
obtido para a relação CrI x rendimento de hidrólise para os substratos oriundos de 
serragem de madeira. Por outro lado, as mudanças nos valores de CrI dos 
substratos derivados de gramíneas foram menores do que as observados para as 
biomassas de madeira. Porém, o pré-tratamento por scCO2/EtOH-LI resultou em 
maiores taxas de deslignificação, sendo a palha de cana aquela que apresentou o 
maior valor da inclinação em módulo (-1,0557) na relação CrI x lignina total. Como 
resultado das maiores taxas de deslignificação em gramíneas, tais substratos foram 
os que apresentaram maiores valores de inclinação para a relação CrI x rendimento 
de hidrólise, seja na ausência (FIGURA 18B) ou na presença (FIGURA 18C) de 
Cellic HTec3. Estes resultados são indicativos de que a remoção de lignina e de 









FIGURA 18 – CORRELAÇÃO ENTRE ÍNDICE DE CRISTALINIDADE DOS MATERIAIS 
LIGNOCELULÓSICOS E SEUS (A) TEORES DE LIGNINA, (B) CONVERSÃO ENZIMÁTICA COM 
Cellic CTec3, E (C) CONVERSÃO ENZIMÁTICA COM Cellic CTec3 + 10% DE Cellic HTec3 (●, 







A extração com etanol 95 % dos diferentes materiais lignocelulósicos foi 
realizada anteriormente ao pré-tratamento com o intuito de remover os extraíveis 
que podem ter influência negativa sob os métodos analíticos na determinação de 
carboidratos e lignina. A caracterização dos compostos presentes nesses extratos 
por GCxGC/TOF-MS revelou uma ampla variedade de estruturas para as diferentes 
amostras, classificadas como ácidos graxos, ésteres, terpenóides, hidrocarbonetos, 
entre outros. 
Os materiais extraídos com etanol 95 % (MEE) foram caracterizados e 
depois pré-tratados com scCO2/LI-EtOH. Os materiais gerados no pré-tratamento 
apresentaram diferenças significativas no conteúdo de lignina e carboidratos em 
relação aos MEE, principalmente quando utilizada a temperatura de 180 ºC. As 
relações molares entre os carboidratos presentes nas hemiceluloses foram mudadas 
proporcionalmente de acordo com o efeito da temperatura, o que foi relacionado à 
deslignificação do material. Desta maneira, concluiu-se que o principal efeito do pré-
tratamento se deu pela remoção de complexos lignina-carboidrato (CLC). Ainda, o 
grau de deslignificação dos diferentes materiais foi associado com a dificuldade 
relativa ao seu processamento de acordo com as respectivas biomassas de origem, 
que possuem diferentes composições químicas e estruturais. Neste caso, palha e 
capim-elefante, que são gramíneas, foram mais facilmente processadas e os 
materiais gerados apresentaram um menor teor relativo de lignina em relação às 
serragens de eucalipto e pinus. 
Na etapa de hidrólise enzimática, materiais com menor teor de lignina e 
hemiceluloses apresentaram grandes aumentos nos rendimentos de hidrólise, que 
foram superiores nos materiais gerados a 180 ºC. Dentre estes, os substratos 
derivados de palha de cana e capim-elefante apresentaram maior acessibilidade do 
que aqueles derivados de eucalipto e pinus. A utilização de atividade hemicelulásica 
suplementar aumentou substancialmente os rendimentos de glucanas, pois os 
substratos gerados apresentaram uma grande quantidade de hemiceluloses 
remanescentes em sua composição.  
A análise por difratometria de raios-X revelou que não houve mudança 
significativa na cristalinidade da fração celulósica dos materiais pré-tratados, ao 




iônicos. Por outro lado, o índice de cristalinidade (CrI) dos diferentes materiais 
aumentou após o pré-tratamento, cujo aumento apresentou correlação direta com a 
remoção de CLCs e a acessibilidade dos substratos pré-tratados à hidrólise. Assim, 
a extração de CLCs foi o fator primário para o aumento de acessibilidade por levar a 
uma maior exposição da fração celulósica dos materiais, o que resulta em maiores 
rendimentos de hidrólise.  
O pré-tratamento utilizando scCO2/LI-EtOH apresenta vantagens no sentido 
de produzir um material de alta acessibilidade que contém alto teor de 
polissacarídeos e que apresenta baixo teor de umidade após o pré-tratamento. Este 
último fato é interessante do ponto de vista de biorrefinarias, pois facilita o manuseio 
para reações sensíveis à presença de água e melhora os controles nos 
experimentos de hidrólise enzimática. Além disso, a lignina recuperada sob a forma 
de complexos lignina-carboidrato é solúvel em etanol e pode ser utilizada para 
outras aplicações dentro das biorrefinarias. O LI é passível de ser reciclado do 
extrato etanólico oriundo do pré-tratamento, no entanto, seria necessário 
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IRLIT= ÍNDICE DE RETENÇÃO ENCONTRADO NA LITERATURA; 
1
tR= TEMPO DE RETENÇÃO DA PRIMEIRA DIMENSÃO; 
2
tR= TEMPO DE RETENÇÃO DA SEGUNDA 






tR (s) IRExp Classe Área (%) Fórmula S 
2-Methoxy-ethanamine 
 
16,7 2,4 946 Nitrogenado 1,03 C3H9NO 932 
2-Methyl-5-isopropyl furan 933 16,9 3,6 950 Furano 0,66 C8H12O 916 
Phenol 985 18,2 3,1 984 Fenol 0,53 C6H6O 912 
1-Nonen-3-ol 1066 21,4 2,5 1064 Alcool 3,35 C9H18O 909 
3,3,5-trimethyl-cyclohexanol 1073 22,5 2,5 1091 Alcool 1,89 C9H18O 918 
2-methoxyphenol 1090 22,6 3,4 1095 Fenol 1,05 C7H8O2 927 
Undecane 1099 22,9 2,3 1101 HC 0,73 C11H24 909 
2-Methyl-6-methylene-7-octen-2-ol- 1118 23,7 2,4 1122 Fenol 0,72 C10H18O 887 
4-Vinylphenol 1224 27,3 3,5 1221 Fenol 29,32 C10H10O2 878 
2-Methoxy-4-vinylphenol 1307 30,9 3,5 1326 Fenol 2,78 C9H10O2 937 
2,6-Dimethoxyphenol, 1365 32,1 3,9 1362 Fenol 0,54 C8H10O3 913 
4-Hydroxy-benzaldehyde, 1316 32,3 4,0 1370 Aldeído 3,05 C7H6O2 936 
Vanillin 1410 33,7 4,2 1411 Fenol 0,61 C8H8O3 911 
Levoglucosan 1491 36,3 4,8 1498 Carboidrato 0,80 C6H10O5 862 
3-Methylbut-3-enyl-propyl succininate 1539 37,7 3,3 1541 Éster 0,51 C12H20O4 861 
1-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-propanone 1541 37,8 4,1 1546 Cetona 0,61 C10H12O3 804 
Dodecanoic acid 1559 38,2 2,8 1558 Ácido 0,72 C12H24O2 857 
2',4'-Dimethoxyacetophenone 1586 38,7 3,9 1576 Cetona 0,77 C10H12O3 728 
4-(3-Hydroxy-1-propenyl)-2-methoxy-phenol 1745 43,5 4,5 1750 Fenol. 0,58 C10H12O3 726 
Tetradecanoic acid 1762 43,8 2,9 1760 Ácido 0,59 C14H28O2 860 
p-Hydroxycinnamic acid 1635 44,6 4,6 1793 Fenol 0,64 C9H8O3 872 
2,6,10,14-Tetramethyl-2-hexadecene 1849 46,1 2,6 1849 HC 2,69 C20H42 842 
Trimethylheptadecane 1895 47,1 2,6 1891 HC 1,02 C20H42 869 
n-Hexadecanoic acid 1961 48,9 3,0 1960 Ácido 7,22 C16H32O2 895 
Phytol 2119 52,6 3,0 2121 Álcool 1,41 C20H40O 895 
9-Octadecenoic acid (Oleic Acid) 2147 53,0 3,2 2140 Ácido 0,81 C18H34O2 873 














































IRLIT= ÍNDICE DE RETENÇÃO ENCONTRADO NA LITERATURA; 
1
tR= TEMPO DE RETENÇÃO DA PRIMEIRA DIMENSÃO; 
2
tR= TEMPO DE RETENÇÃO DA SEGUNDA 





tR (s) IRExp Classe Área (%) Fórmula S 
Acetic acid - 7,3 2,0 
 
Ácido 1,21 C2H4O2 963 
Maleic anhydride 855 13,4 3,6 868 Anidrido 3,06 C4H2O3 937 
2,3-Dihydroxy-propanal - 13,4 3,0 868 Aldeído 0,54 C3H6O3 829 
2-Methoxy- ethanamine, - 15,0 2,5 901 Nitrogenado 0,68 C3H9NO 985 
Dihydro-3-methylene-2,5-furandione 964 16,7 3,6 946 Furano 3,43 C5H4O3 928 
Phenol 979 18,2 3,1 984 Fenol 0,75 C6H6O 937 
Glycerin - 18,5 3,4 991 Álcool 18,59 C3H8O3 909 
Thymine - 21,9 3,3 1078 Nitrogenado 0,72 C5H6N2O2 792 
1-Nonen-3-ol 1064 22,3 2,5 1088 Álcool 4,59 C9H18O 889 
2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-Pyran-4-one  1140 24,6 3,5 1148 Cetona 0,88 C6H8O4 861 
4-Vinylphenol 1212 27,1 3,5 1217 Fenol 10,52 C10H10O2 879 
5-(Hydroxymethyl)-2-Furancarboxaldehyde (HMF) 1236 27,8 4,0 1237 Aldeido 1,93 C6H6O3 862 
Malic Acid - 29,1 3,3 1275 Ácido 0,58 C4H6O5 835 
2-Methoxy-4-vinylphenol 1326 30,9 3,5 1326 Fenol 0,57 C9H10O2 926 
4-Hydroxybenzaldehyde 1316 32,2 4,0 1366 Fenol 0,84 C7H6O2 927 
Sucrose - 34,9 4,6 1450 Carboidrato 2,25 C12H22O11 682 
1,6-Anhydro-α -D-glucopyranose (levoglucosan) 1491 36,5 4,8 1503 Carboidrato 0,62 C6H10O5 861 
2',4'-Dimethoxyacetophenone 1586 38,7 3,9 1576 Fenol 0,64 C10H12O3 735 
4-(3-hydroxy-1-propenyl)-2-methoxyphenol 1745 43,7 4,5 1756 Fenol 1,97 C10H12O3 880 
Allo-Inositol - 45,9 3,7 1845 Carboidrato 2,16 C6H12O6 825 
Neophytadiene 1844 46,1 2,6 1849 HC 1,08 C20H40O 841 
n-Hexadecanoic acid (palmitic acid) 1959 48,9 3,0 1960 Ácido 5,25 C16H32O2 894 
Ethyl Hexadecanoate (ethyl palmitate) 1992 49,7 2,9 1991 Éster 1,31 C16H32O2 867 
Phytol 2122 52,6 3,0 2121 Alcool 1,70 C20H40O 904 
Linolelaidic acid 2144 53,0 3,3 2140 Ácido 1,88 C18H32O2 875 
9-Octadecenoic acid (oleic acid) 2143 53,0 2,6 2140 Ácido 0,56 C18H34O2 768 
(Z,Z,Z)-9,12,15-Octadecatrienoic acid (linolenic acid)  2143 53,1 3,4 2146 Ácido 3,60 C18H30O2 880 






























































IRLIT= ÍNDICE DE RETENÇÃO ENCONTRADO NA LITERATURA; 
1
tR= TEMPO DE RETENÇÃO DA PRIMEIRA DIMENSÃO; 
2
tR= TEMPO DE RETENÇÃO DA SEGUNDA DIMENSÃO; 





tR (s) IRExp Classe Área (%) Fórmula S 
Methoxyethane - 7,3 2,0 - Éter 1,49 C3H8O 926 
2-methoxy-ethanamine - 11,9 2,5 837 Nitrogenado 1,28 C3H9NO 952 
Dehydrosabinene
1
 959 17,4 2,5 963 Terpenóide 0,98 C10H14 821 
Hexanoic acid 977 17,8 2,6 974 Ácido 0,67 C6H12O2 931 
1,2,3-Propanetriol (glicerol) - 18,9 3,2 1001 Álcool 2,88 C3H8O3 873 
(-)-Pinocarveol
2
 1157 24,7 3,0 1151 Terpenóide 1,24 C10H16O 880 
Borneol
3
 1179 25,8 3,0 1180 Terpenóide 1,06 C10H18O 918 
α-Terpineol
4
 1198 26,6 3,0 1201 Terpenóide 3,18 C10H18O 899 
(-)-Myrtenol
5
 1201 26,9 3,0 1209 Terpenóide 0,91 C10H16O 860 
(-)-Verbenone
6 
1204 27,3 3,4 1221 Terpenóide 1,47 C10H14O 942 
Vanillin 1410 33,7 4,2 1411 Fenol 0,53 C8H8O3 930 
3-O-Methyl-d-glucose - 41,3 4,8 1665 Carboidrato 2,00 C7H14O6 741 
Coniferyl alcohol
7 
1745 43,7 4,5 1756 Fenol 1,26 C10H12O3 890 
n-Hexadecanoic acid 1959 48,9 3,0 1960 Ácido 1,55 C16H32O2 893 
Hexadecanoic acid, ethyl ester 1992 49,7 2,9 1991 Éster 1,81 C18H36O2 883 
(+)-Juvabione
8 
2017 50,6 3,7 2032 Terpenóide 0,68 C16H26O3 835 
Oleic Acid 2141 53,0 3,2 2140 Ácido 1,15 C18H34O2 906 
Octadecanoic acid (stearic acid) 2162 53,5 3,1 2165 Ácido 0,65 C18H36O2 874 
Ethyl octadecenoate (ethyl stearate) 2196 54,2 3,0 2196 Éster 0,85 C16H32O2 876 
Methyl 7,15-Isopimaradien-18-oate
 
2252 55,5 4,7 2260 Terpenóide 3,33 C16H16O2 781 
Methyl dehydroabietate
9 
2378 58,1 4,4 2470 Terpenóide 1,94 C21H30O2 878 
Methyl abietate
10 
2466 59,9 3,9 2464 Terpenóide 2,94 C20H30O5 761 
Dehydroabietic acid
11 
2490 60,1 4,9 2384 Terpenóide 9,55 C21H30O2 847 
Dihydrochrisin
12 
- 60,7 6,3 2499 Terpenóide 4,07 C15H12O4 865 
Methyl 15-hydroxydehydroabietate
 
2521 61,7 5,1 2533 Terpenóide 1,33 C21H32O2 617 
Naringenin
13 
- 62,7 6,6 2574 Terpenóide 2,38 C15H12O5 834 
(-)-Nortrachelogenin
14 





1,7,7-trimethyl-; 4= p-menth-1-en-8-ol; 5= Bicyclo[3.1.1]hept-2-ene-2-methanol, 6,6-dimethyl-; 6= Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-one, 4,6,6-trimethyl-, (1S)-; 7= 
Phenol, 4-(3-hydroxy-1-propenyl)-2-methoxy- ; 8=1-Cyclohexene-1-carboxylic acid, 4-(1,5-dimethyl-3-oxohexyl)-, methyl ester, [S-(R*,R*)]-; 9=1-
Phenanthrenecarboxylic acid, 1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-methylethyl)-, methyl ester, [1R-(1α,4aβ,10aα)]- ; 10=1-
Phenanthrenecarboxylic acid, 1,2,3,4,4a,4b,5,6,10,10a-decahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-methylethenyl)-, methyl ester, [1R-(1α,4aβ,4bα,10aα)]-; 11=1-
Phenanthrenecarboxylic acid, 1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-1,4a-dimethyl-7-(1-methylethyl)-, [1R-(1α,4aα,10aα)]-; 12=4H-1-Benzopyran-4-one, 2,3-dihydro-









































tR (s) IRExp Classe Área (%) Fórmula S 
Acetic acid - 7,3 2,01 
 
Ácido 1,95 C2H4O2 849 
2-Propanamine - 11,8 2,12 834 Nitrogenado 2,13 C3H9N 903 
2-Methoxyethanamine - 12,1 2,49 840 Nitrogenado 2,12 C3H9NO 939 
Glycerin - 19,0 3,21 1005 Álcool 5,63 C3H8O3 899 
(S)-2-Hydroxypropanoic acid - 19,9 2,18 1028 Ácido 0,73 C3H6O3 943 
2-methoxyphenol 1095 22,7 3,34 1098 Fenol 0,90 C7H8O2 900 
Undecane 1100 22,9 2,25 1101 HC 0,58 C11H24 904 
2-Methoxy-4-vinylphenol 1326 30,9 3,52 1326 Fenol 1,10 C9H10O2 923 
Phenol-2,6-dimethoxy 1365 32,1 3,87 1362 Fenol 1,14 C8H10O3 942 
5-Oxotetrahydrofuran-2-carboxylic acid - 32,5 4,36 1374 Ácido 0,91 C5H6O4 704 
Vanillin 1410 33,7 4,16 1411 Fenol 1,02 C8H8O3 919 
Sucrose - 34,6 4,63 1442 Carboidrato 1,15 C12H22O11 676 
1,6-Anhydro-α -D-glucopyranose (levoglucosan) 1491 36,2 4,84 1494 Carboidrato 0,73 C6H10O5 882 
1-(2-hydroxy-4-methoxyphenyl)-ethanone  1470 36,3 3,77 1498 Fenol 0,88 C9H10O3 702 
Xylitol - 37,1 4,47 1524 Álcool 3,21 C5H12O5 896 
1-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-2-propanone 1541 37,8 4,11 1546 Fenol 1,47 C10H12O3 828 
4-Hydroxy-3-methoxybenzoic acid 1570 38,5 4,16 1567 Fenol 0,76 C8H8O4 869 
2',4'-Dimethoxyacetophenone 1586 38,7 3,95 1576 Fenol 1,37 C10H12O3 735 
3,4,5-trimethoxyphenol,  - 39,7 4,35 1607 Fenol 1,06 C9H12O4 852 
4-hydroxy-3,5-dimethoxy-benzaldehyde,  - 41,5 4,56 1670 Fenol 2,17 C9H10O4 893 
2-Tetradecen-1-ol 1713 42,7 4,28 1719 Álcool 0,80 C14H28O 738 
4-(3-hydroxy-1-propenyl)-2-methoxyphenol (coniferyl alcohol) 1745 43,5 4,5 1750 Fenol 0,82 C10H12O3 700 
Syringylpropanone 1781 44,5 4,49 1787 Fenol 1,56 C11H14O4 674 
1-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)-ethanone - 45,9 4,43 1845 Fenol 0,89 C10H12O4 756 
n-Hexadecanoic acid (palmitic acid) 1959 48,9 3 1960 Ácido 2,40 C16H32O2 894 
Ethyl hexadecanoate (ethyl palmitate) 1992 49,7 2,87 1991 Éster 2,00 C16H32O2 874 
3,5-Dimethoxy-4-hydroxycinnamaldehyde - 49,8 4,87 1998 Fenol 1,01 C11H12O4 853 




(Z)-2-Heneicosene 2120 53,1 2,6 2146 HC 0,51 C21H42 802 
Methyl Octadecynoate 2150 53,7 3,13 2171 Éster 2,26 C19H34O2 872 
(E)-2-Tricosene 2308 56,5 2,72 2302 HC 0,87 C23H46 894 
7-Methyl-tricosane 2341 57,3 2,7 2342 HC 0,56 C24H50 814 
Tetracosane 2400 58,5 2,77 2402 HC 0,57 C24H50 907 
10,11-Dihydro-10-hydroxy-2,3-dimethoxydibenzoxepin 2634 63,8 6,07 2616 Álcool 1,76 C16H16O4 682 
9-(Z)-Octadecenamide 2675 65,7 4,3 2697 Nitrogenado 1,83 C18H35NO 807 
2-(Z)-Heptacosene  2720 66,5 3,71 2730 HC 0,78 C27H54 793 
IRLIT= ÍNDICE DE RETENÇÃO ENCONTRADO NA LITERATURA; 
1
tR= TEMPO DE RETENÇÃO DA PRIMEIRA DIMENSÃO; 
2
tR= TEMPO DE RETENÇÃO DA SEGUNDA DIMENSÃO; 
IRCALC=ÍNDICE DE RETENÇÃO OBTIDO EXPERIMENTALMENTE; S= FATOR DE SIMILARIDADE ENTRE ESPECTRO DE MASSAS EXPERIMENTAIS E TEÓRICOS. 
 
 
